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1. INTRODUCCION
1.1. Descripcién del medicamento

Busulfan es un agente alquilante conocido quimicamente como 1,4-butanediol
dimetanosulfonato, cuya molécula consiste en dos grupos metanosulfato
unidos a una cadena de 4 alquiles (Figura 1). Busulfan no es una estructura
analoga de las mostazas nitrogenadas.

Estructura quimica de busulfan

H,C(S0,)0 ~~~—~-080,CH;

Su peso molecular es 246,32 y presenta una muy baja solubilidad en agua.

En la actualidad esta comercializado en nuestro pais en dos presentaciones:

a. Comprimidos 2 mg (Busulfan GSK®)
Excipientes: Estearato magnésico, cloruro sodico
Laboratorio: Glaxo Smithkline

b. Ampolla 60mg 10ml solucion (Busilvex®)
Excipientes: polietilenglicol (PEG400), dimetilacetamida (DMA)
Laboratorio: Pierre Fabre.
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1.2. Utilizacion clinica de busulfan en regimenes de acondicionamiento

para trasplante de progenitores hematopoyéticos

1.2.1. Contexto de busulfan en los regimenes de acondicionamiento para

trasplante de progenitores hematopoyéticos

La funcion de los farmacos utilizados como acondicionamiento de trasplante
de progenitores hematopoyéticos (TPH) es ejercer su funcion antitumoral y
en el caso de trasplantes alogénicos, generar inmunosupresion suficiente que
permita el implante en el paciente. Al inicio de la realizacion de TPH en el
tratamiento de las enfermedades malignas, se administraban agentes
alquilantes, asociados o no a irradiacién corporal total (ICT o “total body
irradiation”), a dosis mieloablativas para conseguir ambos efectos. El
busulfan originariamente habia sido un farmaco utilizado para el tratamiento
de la LMC, pero se empez6 a utilizar en TPH para sustituir la ICT en
regimenes mieloablativos con el objetivo de limitar las toxicidades de la ICT,
especialmente el retraso del crecimiento en nifios™ # ® . En la Ultima década
se ha comercializado una presentacion de busulfan de administracion
intravenosa (V). Ante ello se han adaptado esquemas de administracion con

dicha formulacion* ®.

1.2.2. Busulfan en regimenes de acondicionamiento de intensidad reducida

El trasplante alogénico es actualmente el tratamiento estandar de
consolidacion de la respuesta en pacientes con neoplasias mieloides
agudas, incluyendo sindromes mielodisplasicos y leucemia mieloide aguda.
Los protocolos mieloablativos convencionales constaban de la combinacién
de ciclofosfamida y irradiacién corporal total (TBI) o busulfan oral, asociados
con mortalidad relacionada con el procedimiento (TRM) a los 100 dias entre
10 y 40%. En el caso de pacientes mayores y con morbilidades estos
regimenes de acondicionamiento mieloablativo convencional son
intolerablemente  toxicos®. La introduccibn de regimenes de
acondicionamiento de intensidad reducida (AloTIR) ha posibilitado mantener
en estos pacientes el beneficio del efecto antitumoral del injerto contra la

leucemia (ICL) y simultineamente disminuir la mortalidad téxica’.
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El efecto antitumoral del injerto contra la enfermedad (ICL) o efecto “graft-
versus-leukemia” (GVL) fue identificado inicialmente por Horowitz® vy
posteriormente confirmado por los resultados de las infusiones de leucocitos
del donante en pacientes con leucemia mieloide crénica (LMC) y otras
enfermedades hematolégicas malignas que habian recaido tras el

10

trasplante® Ante estos datos, diferentes grupos de trabajo han

desarrollado regimenes de acondicionamiento de intensidad reducida'! ** **

141516 E| primer protocolo con la combinacién de fludarabina (Flu) y
busulfan (Bu) fue publicado por Slavin et al** , en que utilizaban dosis de Flu
de 180mg/m2 combinado con Bu 8mg/kg y inmunoglobulina antitimocitica,
aunque posteriormente se ha publicado estudios que indican que esta
immunoglobulina no seria esencial para conseguir el implante estable®’.

En nuestro entorno, los resultados de un estudio prospectivo realizado en
varios centros del grupo espafiol de trasplante hematopoyético (GETH)
indican que el AloTIR en pacientes con LMA y SMD tiene una mortalidad
relacionada con el trasplante reducida, sin observarse fallo de implante,
induciendo un quimerismo completo precoz en la mayoria de casos, Yy
consiguiendo una supervivencia libre de enfermedad del 67% al afio®® °. El
protocolo ensayado en estos estudios prospectivos consistente en busulfan
(dosis total 10mg/kg) y fludarabina (150mg/m2 dosis total), se ha establecido
como el estandar asistencial de acondicionamiento para AloTIR en pacientes
con neoplasias mieloides en nuestro medio, e incluye fludarabina IV y

busulfan VO (Protocolos LAM-AIR03 y CETLAM-2003).

1.2.3. Busulfan en regimenes de intensificacién y posterior trasplante autélogo

de progenitores hematopoyéticos

El mieloma multiple (MM) es el prototipo de gammapatia monoclonal maligna
y se caracteriza por la proliferacion de células de estirpe linfoide B situadas en
el Ultimo estadio madurativo-células plasméticas. EI MM constituye la
neoplasia de células plasméticas mas frecuente, con una incidencia de 3 a 5
casos nuevos por cada 100.000 habitantes y afo, representando el 1% de
todas las neoplasias y alrededor del 10% de las hemopatias malignas® . Es

una enfermedad del adulto, con una incidencia maxima en la década de los
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60-70 afios. SAlo un 15% de los pacientes tienen menos de 50 afios en el
momento del diagndstico, y esta incidencia baja al 2% por debajo de los 40
afnos, siendo excepcional (0,3% de los casos) en sujetos menores de 30 afos.
En general, no se encuentran diferencias significativas de incidencia en
cuanto a su distribucion por sexos.

Antes de disponer de los agentes alquilantes, la mediana de supervivencia de
los pacientes con MM era inferior a un afio. La introducciéon del melfalan
representd el primer avance en el tratamiento de esta enfermedad. Con el
empleo de melfalan, bien aislado o bien combinado con corticoides, la
proporcidbn de respuestas se situd alrededor del 50% y la mediana de
supervivencia desde el inicio del tratamiento oscila entre 2 a 3 afos. Estos
resultados se han intentado mejorar utilizando combinaciones de diferentes
citostaticos con melfalan, como por ejemplo ciclofosfamida, vincristina o
adiramicina. Con estas poliquimioterapias se consiguié un incremento de las
tasas de respuesta objetivas pero en general no se consigue una
prolongacion significativa de la supervivencia comparada con el tratamiento
con melfalan y corticoides. En este contexto se han introducido recientemente
farmacos con nuevos mecanismos de accion, como son talidomida,
lenalidomida y bortezomib y sus combinaciones con corticoides, como VTD.
La limitada eficacia del tratamiento convencional con citostaticos ha hecho
gue se investiguen tratamientos mas intensivos que incluyan quimioterapia a
dosis elevada seguida de rescate con progenitores hematopoyéticos. Tanto
en el caso del trasplante alogénico como del singénico, las limitaciones de
disponibilidad de donante y las limitaciones de edad, hacen que este tipo de
trasplantes sean solo aplicables a una minoria de pacientes con MM. El
trasplante aut6logo a partir de progenitores obtenidos de sangre periférica se
puede aplicar a un mayor niumero de pacientes ya que no se precisa donante
y la edad se puede ampliar hasta 70 afios. Con este tipo de trasplante se
consiguen tasas de respuesta de hasta 80%, y lo que es mas importante, un
25-40% de remisiones completas demostradas por inmunofijacién. Por otra
parte la mortalidad relacionada con el procedimiento es inferior al 3%. Los
pacientes primariamente resistentes al tratamiento  quimioterdpico
convencional son los que mas se pueden beneficiar de un autotrasplante

mientras que el paciente los pacientes con enfermedad progresiva y
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sintomatica bajo el tratamiento quimioterapico convencional la eficacia del
trasplante es cuestionable. En pacientes en recaida resistentes, el tratamiento
intensivo produce una elevada tasas de respuesta pero la duracion de esta
respuesta es corta ademas con una alta toxicidad relacionada con el
procedimiento, por esta razén se desaconseja en autotrasplante en esta
situacion.

Los esquemas de acondicionamiento mas empleados en el trasplante en MM
son melfalan en monoterapia, melfalan asociado a ICT, la combinacion de
ciclofosfamida, etopésido y carmustina. La combinacion de dos agents
alquilantes, busulfan y melfalan, ha demostrado una superioridad marginal
respecto a otros protocolos de acondicionamiento en términos de respuesta
completa tras el trasplante, segin publicé el Grupo Espafiol de Mieloma®.
Pero posteriormente, este mismo grupo en una poblacion que recibieron esta
combinacién sin individualizacién posologica de busulfan, observaron una
incidencia de EVOH de 7,6%%, tras lo cual decidieron cambiar a melfalan en

monoterapia.
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1.3. Aspectos farmacolégicos

1.3.1 Grupo terapéutico ATC:
LO1ABO1

1.3.2. Mecanismo de accién

La reaccién primaria a nivel molecular de la actividad del busulfan se considera
gue se produce con la liberacion de los grupos metanosulfonato, las proteinas
y, de manera mas importante, porque las bases nucléicas que son alquiladas,
en particular en la posicion N de la guanina, pero también en otras posiciones
del DNA. Consecuentemente se forman puentes inter e intracatenarios en la
doble hélice del DNA, provocando interferencias importantes en los procesos
de trascripcion y replicacion de este DNA.

El busulfan, de igual manera que otros farmacos alquilantes, se ha definido
clasicamente como de accion en cualquier fase del ciclo celular. Pese a ello
diferentes estudios han mostrado que las células se veian afectadas de
diferentes manera segun el momento del ciclo celular. Por ejemplo en el
estudio de Wheeler las células eran mas sensibles en la fase G1 final y la

progresion del ciclo celular se bloqueaba en la fase G2%.

En estudios in vitro, el busulfan induce la muerte celular, pero con resultados
contradictorios en el proceso sufrido en el mecanismo. Segun el experimento

| 2 en células de intestino delgado de ratén y den lineas de células B

de ljiriy co
malignas, busulfan induciria la apoptosis. Pero segin el trabajo de Thiele®
realizado con biopsias de pacientes tratados con busulfan por LMC, no se

detectan incrementos de la actividad apoptotica.

Hassan y cols® estudiaron los efectos farmacodinamicos de busulfan in vitro en
un modelo en lineas celulares, con el objetivo de evaluar el efecto de varias
dosis y tiempos de exposiciéon en la capacidad clonogénica, la proliferacién y la
apoptosis. Las células fueron incubadas con diferentes concentraciones de
busulfan (rango de 10 a 100ug/ml), se estimaron las areas bajo la curva (AUC)

para las diferentes concentraciones y tiempos de incubacién. Se observé que
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en todos los casos el busulfan afectaba a las células de una manera AUC-
dependiente. Asi la disminucion en la capacidad de proliferacion vy
clonogenicidad procedia de una afectacién del ciclo celular en la fase G2 y en
el desarrollo de apoptosis. Bioguimicamente, los cambios apoptéticos fueron
los tipicos inducidos por la quimioterapia, con activacién de las caspasas.

Clinicamente, se considera que el busulfan es mas citotdxico en los tejidos de
rapida proliferacion y, en particular, en las células de la serie blanca de la

médula 6sea.

1.3.3. Actividad antitumoral

La primera descripcion de la actividad de busulfan en leucemia mieloide cronica
fue realizada por Galton?’ , aunque habia ausencia de actividad en leucemias
linfociticas, tanto agudas como cronicas. Esta fue la indicacién inicial de este
farmaco y en la que se ha empleado mas en dosis convencionales, que en
tumores soélidos dénde no presentan actividad. El busulfdn a dosis altas,
principalmente asociado a ciclofosfamida, se utliza como régimen de
preparaciéon a trasplante de progenitores hematopoyéticos en leucemias,
linfomas y tumores pediatricos sélidos avanzados (ver apartado 1.2.).
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1.3.4. Aspectos farmacocinéticos

El comportamiento farmacocinético de busulfan utilizado en dosis altas como
acondicionamiento para trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) ha
sido extensamente estudiado y descrito en numerosos articulos cientificos,
tanto del comportamiento del farmaco administrado oralmente (Tabla 1y 2) y

por via intravenosa (IV) (Tabla 3), en adultos y en nifos.
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Tabla 1. Articulos publicados

oral en pacientes adultos.

en que se describe el comportamiento farmacocinético de busulfan administrado por via

Referencia Dosis Bu Poblacion AUC Cl/F t1/2 Observaciones
(ng*h/ml) (ml/min/kg) (h)

Grochow 1989 1mg/kg/6h Adulta 8.260+5.021 2,514 2,3 Correlacion entre AUC y
EVOH

Grochow 1990° 1mg/kg/6h Adulta 8.938+4.920 2,5+1,4

Hassan 1989°° 1mg/kg/6h Adulta 7.590+2.180 2,4+0,6 2,3+0,3

Hassan 1991 3t 1mg/kg/6h Adulta 6.520+1.905 2,620,6 2,7+0,6

Hassan 1994 * 2mg Adulta 3,6+1,3 2,68 Estudio  biodisponibiidad
de busulfan (adm oral vs
IV) en adultos y nifios

Schuler 1994 * 1mg/kg/6h Adulta 4.310+960

Gibbs 1999 * 0,44- Adulta/ No obesa Determinantes de CI/F

1,8mg/kg/6h 2,9+0,62 fueron peso actual, peso

Obesa y no

obesa

Obesa 2,56+0,55

ajustado y peso ideal.
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Recomendacion
Muy obesa
230051 individualizacion de dosis.
Bostrom 2003 *° 1-4mgl/kg Adulta y | 3.977+3854 8,7+10 3,4+8,4
primera dosis Pediatrica

Bu: busulfan; AUC: area bajo la curva concentracién-tiempo; CI/F: aclaramiento ; t1/2: semivida de eliminacion
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Tabla 2. Articulos publicados en que se describe el comportamiento farmacocinético de busulfan administrado por via

oral en pacientes pediatricos.

Referencia Dosis Bu Poblacion AUC Cl/F t1/2 Observaciones
(ng*h/ml) (ml/min/kg) (h)
Grochow 1990 36 1mg/kg/6h Pediatrica 2.931+988 8,4+4,3
Hassan 199131 1mg/kg/6h Pediatrica Observan diferencias
entre  poblaciones de
edad
Hassan 1994 * 2mg Pediatrica 5,242,1 2,74 Estudio  biodisponibiidad
de busulfan (adm oral vs
IV) en adultos y nifios
Hassan 1996 * 4 a 6mg/kg/dia | Pediatrica Leucemia 5.527+2.671 4,22+3,14 3,16+0,78 Paoblacién con leucemia y
(en dosis tnica o E.congénita 2.768+1.925 13,87+18,16 1,93+0,94 enfermedad congenita.
dividida cada 6h)
Poonkuzhali 1mg/kg/6h Pediatrica 3.167+878 5,66+1,06 1,92+0,42 Pacientes con talasemia
1999%
o]
150mg/m2/6h 6.287+1.194 4,15+1,06 2,17+0,55
Regazzi 1993% 1mg/kg/6h Pediatrica 2.154+813 8,9+3,7 2,4+0,8 Observan diferencias
entre subgrupos
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poblacionales de

diferentes edades
pediétricas.
Shaw 1994 “° y | 4mgl/kg/dia o | Pediatrica 4mgl/kg 8.686+3.936 3,9+1,0 2,3+0,3
2004 150mg/m2/dia
150mg/m2 3,4+1,1 2,5+0,5
30.504+8.610
Yeager 1992* 40mg/m2/6h con | Pediétrica 4530 (rango 3.239 a Propuesta de dosificaciéon
monitorizacién 8.528) en base a SC.
concentraciones
plasmaticas
Vassal 1989* 1mg/kg/6h Pediéatrica 119+54 2,33
ml/min/m2
Vassal 1993 * 0,9-2,6mg/kg/6h | Pediatrica 6,8 (rango 2,1 Pacientes con
a 13,4) enfermedad lisosomal
Bostrom 2003* 1-4mgl/kg Adulta y | 3.977+3854 8,7+10 3,4+8,4
primera dosis Pediatrica
Veal 2012% 1,45- Pediétrica 3.907+1.189 7,3£2,9 Pacientes con

1,55mg/kg/6h

neuroblastoma

Bu: busulfan; AUC: area bajo la curva concentracién-tiempo; CI/F: aclaramiento ; t1/2: semivida de eliminacion
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Tabla 3. Articulos publicados en que se describe el comportamiento farmacocinético de busulfan administrado por via

intravenosa.
Referencia Dosis Bu Poblacio AUC Cl/F t1/2 Observaciones
: (ng*h/ml) (ml/min/kg) (h)

Schuler 2001 2,8-3,1mg/kg dosis Unica | Adultos 2,8mg/kg 2,64+0,56 2,87+0,64 Excipiente DMSO
(n=45)" dia x 4 dias 23.200+5.70

(n=9)

3,1mg/kg

20.600+3.800

(n=19)
Andersson 0,8 mg/kg/6 horas x 16 | Adultos 4.785 £319 (en la 2,52+0,62 2,99+0,56 Ensayo clinico Fase Il
2002 dosis 9 dosis)
(n=61)°
Russell 2002 3,2 mg/kg dosis Unica | Adultos 4.866x771 106,77+16,68 2,57+0,44 Asociado a fludarabina
(n=70)47 dia x 4 dias ml/min/m2
Fernandez Grupo A 1,6mg/kg/12 | Adultos A 13.899 Al,9 A 3,35

—_17\48 .

2002 (n=12) horas x 4 dias B 22.800 B 2,37 B 2,59

Grupo B 3,2mg/kg/dosis
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Unica x 4 dias

Dalle 2003 0,8-1Img/kg x 16 dosis | Pediatrica 5.018+1.189 3,6+0,64
(n=14)" con monitorizacion
concentraciones
plasméaticas
De Lima 2004 130mg/m2 1 vez al dia x | Adultos 20.052 (rango 109 ml/min/m2 2,7 (cv Dosis 1 vez al dia
i 0,
(n=96)> 4 dosis 12.017233.911) 21,5%) Asociado a fludarabina
Shaugheness 3,2mg/kg 1 vez al dia | Adultos 25.673 rango 3,37 (rango 2,54 a En Minialo en pacientes c.
g Y g/kg g g p
2006 dias -10y -9 20.648 a 30.676) 4,00) renal. AUC mayor de la
esperada si se extrapola a
dosis dividida en 4 dosis.
Nath 2008 120mg/m2 (n=3) Pediatrica 3,83+1,33 Se observa una alta
(n=40)52 130mg/m2 (n=34) variabilidad inter y intra-
paciente en e Cl vy
3,2mglkg (n=3) exposicion, que sugiere la
necesidad de la
monitorizaciéon de
concentraciones.
Kim 2009 Pediatrica < 4 afos <4 afios 4,1+1 Ninglin paciente <4 afios
0,
(n=21)53 4.092+927 >4 afios 3,1+0,7 desarrollo EVOH y 38% de

los pacientes >4 afios si
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>4
4.735+750

anos

desarrollaron.

Veal 2012%

0,8-1,2mg/kg/6h

Pediatrica

4.699+767

4,6%+2,5

Pacientes

neuroblastoma

con

Bu: busulfan; AUC: area bajo la curva concentracion-tiempo; CI/F: aclaramiento ; t1/2: semivida de eliminacion
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a) Absorcion

La absorcion gastrointestinal de busufan tras su administracion por via oral, a
pesar de su pobre solubilidad, es adecuada aunque presenta variabilidad.
Dicha absorcién fue estudiada por el grupo de Hassan en dos trabajos
publicados en 1994 y 1996 3*°* | En el estudio publicado en 1994°? se compar6
la biodisponibilidad del farmaco en dos grupos de pacientes: nifios entre 1,5y 6
afos y adultos y niflos>6 afilos comparando los parametros farmacocinéticos
tras la administracién oral y 1V. La biodisponibilidad se calcul6 comparando las
areas bajo la curva concentracion-tiempo (AUC) de la administracion oral y IV
de cada individuo, siendo los resultados 0,80+0,19 en adultos y 0,68+0,31 en
nifos. La semivida de absorcién tras la administracion oral fue de 0,21+0,21
horas en adultos y 0,37£0,41 en nifios. Tras la administracion oral se observé
una alta variabilidad interindividual tanto en la semivida de absorcion como en
AUC. Los niflos mostraron una menor absorcién, aunque no significativa,
respecto a los adultos. Esta diferencia, segun los autores, podria ser explicada
por diferencias en el tiempo de transito gastrointestinal.

A partir de estos datos de variabilidad, se inicié la controversia respecto a su
relacion con efectividad del tratamiento y las propuestas de utilizar la
monitorizacién de concentraciones plasmaticas para la dosificacién, a la vez
gue la utilizacién de la via parenteral. Todo ello se desarrolla a lo largo de este
trabajo de investigacion.

b) Distribucion

Busulfan es una molécula pequefia, altamente lipdfila, que presenta una baja
unién reversible a proteinas (2,7 a 14%)*° , mientras que se ha observado que
tras la administracion IV la union irreversible fue del 32% aproximadamente.
Aln con estas caracteristicas, el volumen aparente de distribucion descrito en
los articulos estd comprendido entre 0,56 y 1,62 I/kg, siendo mayor en nifios

32, 36

gue en adultos , y alin mayor en nifios con enfermedades metabdlicas *'.

Los valores de concentracion de busulfan en el liquido cefalorraquideo son
equiparables a los del plasma, aunque probablemente son insuficientes para

55, 56

una actividad antineoplasica . Esta distribucién en liguido cefalorraquideo
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implica el riesgo de convulsiones cuando se utiliza busulfan en dosis altas,

haciendo necesario la profilaxis con anticonvulsivantes®’.

c) Metabolismo y excrecién

La metabolizacion de busulfan se realiza a nivel hepatico por conjugacién con
glutation a través del sistema enzimatico glutatién-S-transferasa (GST)® *° .
Esta via de metabolizacién podria estar influida por factores genéticos (ver
apartado correspondiente, 1.3.5 Aspectos farmacogenéticos). El conjugado
con glutation es a continuacion metabolizado por oxidacion en el higado. Se
considera que ninguno de los metabolitos contribuye significativamente a la

eficacia o a la toxicidad °°.

Se ha estudiado ampliamente la variabilidad en la metabolizacién de busulfan,
pudiéndose resumir que los estudios publicados indican que los factores
serian la edad, obesidad, enfermedad de base, alteraciones en la funcion
hepatica y interaccion con farmacos, especialmente los anticonvulsivantes. A

continuacién se desarrollan dichas variables.
c.1l. Edad

La edad es uno de los factores mas importantes relacionados con la
variabilidad en la metabolizacion de busulfan, presentando los nifios una mayor
metabolizaciéon que los adultos y requiriendo mayores dosis para conseguir
exposiciones similares® % 313> | os datos de aclaramiento plasmatico de los
diferentes estudios se pueden observar en la Tabla 1 y 2. Estas diferencias en
el aclaramiento entre adultos y nifios podria ser atribuido al mayor tamafio del
higado en los nifios cuando se relaciona con la superficie corporal, sin embargo
en estudios que han estudiado y/o dosificado el farmaco en base a la superficie
corporal, no se ha observado diferencias entre nifios y adolescentes, sugiriendo
una posible relacién con la expresion de GST. Vassal y cols®® analizaron el
comportamiento farmacocinético de busulfan en 27 nifios a los que se
administré el farmaco en base a superficie corporal (600mg/m2) en vez de
dosificacion por peso, como es habitual en la mayoria de protocolos utilizados.
Los datos de este estudio mostraron que la exposicion era mayor cuando se
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utilizaba la superficie corporal aunque la variabilidad seguia siendo alta,

indicando que se seguia requiriendo un acercamiento mas individualizado.

c.2. Obesidad

El estudio realizado por Gibbs y cols®, mostr6 que la obesidad tiene un
impacto en el aclaramiento de busulfan. En dicho estudio, analizaron la
farmacocinética de busulfan en 279 pacientes y observaron que los muy
obesos (IMC>35 kg/m2) tenian un menor aclaramiento plasmatico, entre un 17
a 32% menor, que aquellos con un IMC normal. El ajuste de la dosis a peso
ideal puede corregir estas diferencias en la eliminacién, aunque sigue
existiendo variabilidad, y ciertamente es un tema de debate®, es otro dato que

orientarfa hacia una mayor individualizacién®.

c.3. Enfermedad de base
Determinados estudios han analizado las diferencias en el comportamiento
farmacocinético de busulfan entre pacientes con diferentes enfermedades.

Vassal y cols **

observaron que el aclaramiento era mayor en nifios con
enfermedades lisosomales que en niflos con enfermedades malignas. En otros
estudios realizados por Bertholle-Bonnet y cols® y Poonkuzhali y cols®
presentaron datos mostrando que en los nifios con talasemia también el
aclaramiento era mayor que en el resto de patologias, y incluso relacionandolo
con una mayor proporcion de fallo del implante en la utilizacion de dosis
estandar y no individualizadas® . También se han observado diferencias entre
pacientes con diferentes tumores, y asi Gibbs y cols mostré que los pacientes

con LNH tenian un aclaramiento menor que los pacientes con LMC**.

c.4. Funcién hepética e interaccién con farmacos
Debido a que el busuflan es metabolizado en el higado, la alteracion de su
funcionalidad puede modificar el comportamiento farmacinético y incluso se ha
relacionado con pacientes que han recibido muchos tratamientos previos al
TPH®. A su vez las vias metabdlicas hepaticas se pueden ver alteradas por la

administraciéon de otros farmacos, produciéndose modificaciones en el
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comportamiento  farmacocinético (ver apartado 1.4. Interacciones

medicamentosas).

d) Comparativa farmacocinética de busulfan oral vs IV

Ante la variabilidad en el comportamiento farmacinético del busulfan oral, sobre
todo en la absorcion, se desarrollo y comercializé la forma farmacéutica para
administracién IV (en Espafia en el afio 2005). Este hecho ha generado
discusion en el medio académico si la utilizacion de busulfan IV asegura una
menor variabilidad que hacia evitable la individualizacion posoldgica tras
determinacién de concentraciones plasmaticas® ©°.

En apartados anteriores se han descrito los estudios de analisis de la
farmacocinética del farmaco oral y IV de manera independiente. A continuacion
se analizan aquellos estudios que comparan directamente en una misma

poblacién el comportamiento farmacocinético de busulfan oral y IV.

% Schuler US, Ehrsam M, Schneider A, Schmidt H, Deeg J, Ehninger G.

Pharmacokinetics of intravenous busulfan and evaluation of the

bioavailability of the oral formulation in conditioning for haematopoietic

stem cell transplantation. Bone Marrow Transplant. 1998 Aug;22(3):241-
4.%

Es el primer estudio en que se compard la administracién de busulfan oral
(Img/kg) y IV (0,5 mg/kg) en 11 pacientes. En este caso los autores tras
realizar el estudio en animales, analizaron la biodisponibilidad del farmaco y por
ello administraron una Unica dosis de la forma IV y las 15 restantes oral,
aunque una de ellas a la misma dosis que la IV (0,5mg/kg). Se utiliz6 como
solvente principal DMSO, a diferencia de los estudios posteriores realizado con
la forma farmacéutica comercializada que utilizan DMA y PEG-400 como co-
solventes. Se describié una biodisponibilidad de la forma oral del 69% (rango
44-94%). Los autores indicaron que no pueden demostrar una disminucién de
la variabilidad interpaciente debido a que la n era pequenia.
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% Andersson BS, Madden T, Tran HT, Hu WW, Blume KG, Chow DS,
Champlin RE, Vaughan WP. Acute safety and pharmacokinetics of

intravenous busulfan when used with oral busulfan and

cyclophosphamide as pretransplantation conditioning therapy: a phase |
study. Biol Blood Marrow Transplant. 2000:6(5A):548-54.%

Ensayo clinico fase | ( también denominado OMC BUS 2) de determinacion de
la seguridad y dosis de busulfan IV para su posterior utilizacion en el ensayo
clinico fase Il. La primera dosis se escala desde 0,2mg/kg a 0,4mg/kg y
finalmente 0,8mg/kg en cohortes de 3 pacientes en la dosis primera y las
restantes 15 dosis se administran oral, determinandose concentraciones
plasmaticas en la dosis IV y en la 4 dosis oral. De los 15 incluidos en el estudio,
s6lo son analizables 10. La biodisponibilidad media fue de 69% (CV 40,5% y
rango 10,8 a 100). En la tabla a continuacion (Tabla 4) se describen los
resultados comparados.

Tabla 4. Caracteristicas farmacocinéticas comparadas entre busulfan oral y 1V
en el ensayo clinico fase | de Busilvex®.

Via adm Media CV (%)

AUC * Oral (AUCO0-») | 4.653 37,4
(ng*h/ml) IV (AUCO-t) 4.875 19

Cl/F/kg Oral 3,9 49,7
(ml/min/kg) \Y 2,5 31,2
Vd/F/kg Oral 0,56 55,4
(I/kg) \Y 0,44 71

T1/2 Oral 1,58 41,5
(h) v 4,1 41,5

*Solo se utiliza los datos que recibieron la dosis de 0,8mg/kg (n=5).

La conclusion del estudio fue que la dosis a realizar el ensayo clinico fase |l
debia ser 0,8mg/kg.

% FDA. Center for Drug Evaluation and Research. Medical Review.
Application Number 20-954. NDA 20-954 Busulfex (busulfan). Clinical
pharmacology and biopharmaceutics NDA Reviews®

En los ensayos clinicos fase Il OMC-BUS-3 y 4 de desarrollo del farmaco
busulfan IV (Busilvex ®), se incluyd una adenda para analizar la
farmacocinética comparada de la forma farmacéutica IV vs oral. Se incluyeron
entre ambos ensayos 12 pacientes, de los cuales 3 fueron excluidos del
analisis. Se les administré la dosis inicial 1mg/kg oral seguidas de las 15
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restantes 0,8mg/kg IV. Con los datos aportados por el promotor se podria
deducir que se observa mayor variabilidad en la via oral que en la IV. Pero en
el informe de la FDA se criticd la metodologia utilizada, ya que consideraron
gue es invalida la comparacién de la farmacocinética en la dosis 1 con la dosis
9 en que se ha alcanzado el estado de equilibrio estacionario (en la dosis 1 con
intervalo 6 horas no se ha alcanzado al tener que ser como minimo 3
semividas). Los expertos de la FDA consideraron que en la dosis 1:
AUCtotal (0-00)= AUC 0-t +AUC t-co

Y que la extrapolacion a AUC total a partir de AUCO-t es invalida.

Ante ello los expertos de la FDA utilizaron los datos de la via oral de la adenda
de OMC BUS 3 y 4 y los datos sin extrapolar de la dosis 1 IV del resto de
pacientes de OMB BUS 3 (n=38) y OMC BUS 4 (n=59), realizando una
comparaciéon entre poblaciones, en vez de comparacién dentro de la misma
poblacién, pero en igualdad de comparacion respecto a datos no extrapolados,
es decir en la dosis 1 (Tabla 5). Con ello los expertos de la FDA concluyeron

que la variabilidad es similar entre la forma farmacéutica oral y la IV.

Tabla 5. Caracteristicas farmacocinéticas comparadas entre busulfan oral y 1V
en los ensayos clinicos fase Il de Busilvex® y el recalculo realizado por FDA y

presentado en su informe de evaluacion.

Datos promotor Datos FDA
Adenda OMC BUS | Adenda OMC BUS 3y
3y 4 (n=9) 4 para oral (n=9) y
OMC BUS 3 para IV
(n=59)
Via adm Media CV (%) Media CV (%)
AUC Oral 5.724 23,8 3.254 17,3
(ng*h/ml) I\ 4.739 13,7 3.214 17,0
Cmax Oral 870,4 29,9 870,4 29,9
(ng/ml) [\ 1166,6 12,1 901 19,1
CI/FIABW Oral 2.503 18,2 4,48 12,5
(ml/min/kg) I\ 2.363 12,9 3,48 18,1
Vd/F/IABW Oral 0,732 16,9 0,8 18,8
(I/kg) I\ 0,634 17 0,63 23,8
T1/2 Oral 3,55 33 3,56 33,4
(h) \Y 3,11 10,3 3,33 30,9
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1.3.5. Aspectos farmacogenéticos: Polimorfismos

Estudios realizados in vitro e in vivo muestran controversia y discordancia en la
asociacion de la exposicion de busulfan y la presencia de diversos
polimorfismos de los diferentes isoenzimas de GST, que son GSTAL, GSTM1,
GSTP1 y GSTT1, siendo GSTAL la forma méas activa de GST en humanos y la
de mayor importancia en el metabolismo de busulfan. Abassi y cols observaron
en una poblacion de 152 individuos que la frecuencia de haplotipos de GSTAL
era 38% *A*A, 48% *A*B y 14% *B*B °°.

Los datos in vitro sugieren que el polimorfismo GSTAL, no se asocia con la
actividad de GSTA o con alteracion de la expresion hepatica de la proteina,

evaluado a través de la formacion de conjugados de glutation .

Tras la revision de la literatura, se encuentran 8 estudios in vivo que estudian la
influencia de los polimorfismos de GST y la farmacocinética de busulfan y
obtienen resultados positivos, pero el problema es que no hay concordancia
entre que polimorfismos y que isoenzima estan relacionados a la vez que hay
discordancia entre los estudios que analizan la poblacién que recibe busulfan
oral o IV " 7273, 74.75.76,77, 78,69 ') 5 mayoria de dichos estudios se realizan con
poblaciones pequefias (de 22 a 77 pacientes), excepto el estudio de Abbasi y

cols que analiza una poblacion de mayor tamafio (n=152).

Kusama y cols’* observaron que los pacientes heterocigotos para GSTA1
(GSTA1*A/*B), tenian una eliminacién mas lenta de busulfan administrado oral
que aquellos que tenian la variante comun (“wild-type”, GSTAL1*A/*A)
homocigota. Un estudio realizado en pacientes con talasemia (n=114)"* (
sugiere que el aclaramiento de busulfan oral es mayor en pacientes con
genotipo GSTM1 nulo comparado con aquellos que tenian positivo,
relacionandolo a su vez con un menor riesgo de enfermedad veno-oclusiva
hepética (18,3% vs 46,5%, p=0,01). Tanto el trabajo de Johnson y cols,” como
el de ten Brink y cols’”” también estudiaron la cinética de busulfan IV y
observaron que el aclaramiento era menor en los portadores del polimorfismo

GSTA1*B y no estaba asociado con polimofimos GSTM1 o P1.
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En cambio en el estudio de Zwaveling y cols” en que el busulfan se
administraba por via IV a 77 nifios, la farmacocinética no se vio modificada en
relacion a los polimorfismos de GSTA1, GSTM1, GSTP1 o GSTTI.

Se han propuesto diferentes hipotesis sobre los datos contradictorios de los
estudios, incluyendo la diferentes expresion de GSTA1 a nivel intestinal, que
podrian afectar a la diferencia de los datos entre busulfan oral y IV.

Asi en el estudio de Abbasi y cols® observan que el aclaramiento de busulfan
administrado oral se asocia con los genotipos de GSTAL (p=0,008), pero en
cambio no hay dicha asociacion en la poblaciéon a los que se administra IV
(p=0,21). De esta manera los autores defienden que la personalizacién de la
dosis de busulfan, ya sea oral o IV, no se puede simplificar en base al genotipo.

1.3.6. Farmacocinética poblacional de busulfan

a) Introduccidén alos principios de la farmacocinética poblacional

El desarrollo de los principios farmacocinéticos y su posterior aplicacion en la
evaluacion del perfil de disposicién de los farmacos ha permitido caracterizar
adecuadamente sus procesos de absorcion, distribucion y eliminacion. La
experiencia acumulada de estos estudios ha permitido apreciar la gran
variabilidad que presentan los parametros farmacocinéticos dentro de una
poblacién de pacientes. Ello ha dado lugar a estudios cuyo objetivo es
cuantificar la variabilidad y cuantificar los efectos de los factores, como edad,
peso etc, tienen sobre los procesos de disposicion, con el fin de minimizar la
extension de esa variabilidad, en principio inexplicable. Esta evolucién ha
conducido a un nuevo enfoque de los estudios farmacocinéticos, asi la
estimacion de parametros farmacocinéticos individuales ha dado paso a la
determinacién del comportamiento cinético de una poblacién determinada. De
esta manera surge el concepto de farmacocinética poblacional, que se puede
definir como el estudio de la variabilidad inter e intraindividual de las
concentraciones séricas que alcanzan los farmacos cuando se administran en
regimenes de dosificacion estandar a un grupo amplio de pacientes con

caracteristicas fisiopatoldgicas y clinicas definidas® " .
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Los objetivos fundamentales de la farmacocinética poblacional podrian
resumirse en los siguientes: la determinacién del comportamiento cinético
medio de la poblacién, la evaluacién de la variabilidad farmacocinética inter e
intraindividual y la determinacion de la variabilidad inexplicable, y por ultimo la

Identificacion de los factores que puedan modificar los procesos.

La variabilidad farmacocinética se ve afectada por varios factores, que pueden
ser®: :

1. Demogréaficos: género, peso o superficie corporal, edad, y raza;

2. Medioambientales: habitos tabaquicos, dieta y exposicién a contaminantes,
entre otros;

3. Fenotipo genético que afecta el aclaramiento de farmacos via metabolismo
hepatico por las isoformas del citocromo P450 (ej. CYP2D6, 2C19, 2C9, 2A6);
4. Interacciones farmacoldgicas;

5. Factores fisioldgicos y fisiopatolégicos como pueden ser el embarazo,
insuficiencia renal y hepatica, y otros estados de enfermedad,;

6. Otros factores adicionales (e]. Ritmo circadiano, adherencia, efecto y ritmo

de las comidas, actividad, postura).

La aplicaciébn de modelo farmacocinéticos poblacionales en la practica clinica
juega actualmente un papel crucial en la atencion al paciente ya que estos
modelos son Utiles para el disefio de estrategias de dosificacion. Se pueden
emplear en la aproximacion Bayesiana para la estimacién de parametros
farmacocinéticos individuales aplicables a la monitorizacion terapéutica en la
practica clinica.

El andlisis de los datos farmacocinéticos de los farmacos onco-hematoldgicos
utilizando una aproximacion poblacional ha representado diversas ventajas
respecto a los métodos tradicionales, incluyendo la potencialidad para la
individualizacion de la dosis y la definicion de algoritmos para la estimacion de
dosis en determinadas condiciones del paciente, como podria ser alteraciones
organicas o asociaciones de quimioterapia®*. Los modelos farmacocinéticos
poblacionales que incluyen co-variables han conducido a una mejora en la
comprensiéon de la farmacologia de diferentes farmacos onco-hematologicos,

ya sean factores organicos como por ejemplo superficie corporal, sexo, funciéon
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hepatica o renal, como genéticos, como por ejemplo el caso de

mercaptopurina® .

b) Estudios farmacocinéticos poblacionales

Para conseguir una correcta caracterizacion de los pardmetros cinéticos de la
poblacién a estudio es necesario disponer de suficiente informacion, tanto
farmacolégica (incluyendo las concentraciones del farmaco en fluidos
biol6gicos) como caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes.
Estos datos formaran parte de un analisis farmacocinético poblacional, aunque
la fiabilidad de los resultados dependera de la proporcién en que se encuentren

los distintos tipos de datos incluidos y del nimero de pardmetros estimados®.

A diferencia del modelo individual, para analizar los datos de manera
poblacional, se requieren modelos estadisticos complejos. Para formular el
modelo, se tiene en cuenta que el conjunto de la variabilidad observada en los
datos observados (respuesta) en una muestra de individuos refleja tanto el
error de medida como la variabilidad inter-individual., y asi la respuesta en un
determinado individuo en el marco de los modelos poblacionales no-lineales de

efectos mixtos puede describirse:

yi= i (@5, Xi) +€j Ecuacion 1

yijpara i=1,...n;equivalen a los datos observados para el individuo |.
El modelo o ecuacion 1 se define para todos los individuos

j=1,..., N, donde N es el numero total de individuos de la muestra,

fi corresponde a una determinada funcién predictiva de la respuesta i en
el sujeto j (p.ej.: uno o varios exponenciales),

&j corresponde al error de la observacion i en el individuo j, y

@;jvalores de los parametros.
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De las anotaciones anteriores, se deduce que el modelo poblacional no es mas
gue la recopilacion de modelos para observaciones individuales. Las funciones
i f variaran a través de los individuos.

En cambio, es realista asumir desde un punto de vista cualitativo que el
conjunto de parametros estructurales subyacentes, en este caso parametros
farmacocinéticos, es el mismo para todos los individuos y que los parametros
varian cuantitativamente entre individuos. Matematicamente, puede

escribirse como:

®=9 (6, z)) + n; Ecuacion 2

g es una funcién conocida que describe el valor esperado de @ como la funcion
de covariables individuales jz conocidas y especificas, y por ultimo el vector de

parametros poblacionales 0 .

Por cuestiones de simplificacion, se asume que las covariables son constantes
para un mismo individuo. Sin embargo, al permitir que los parametros
farmacocinéticos individuales dependan de i como también de j, también se
pueden incorporar variables tiempo-dependientes en el modelo. j

n representa la variacion aleatoria de los vectores Indicando este modelo

parameétricos individuales alrededor de la prediccidn poblacional.
Si traducimos este modelo matematico en el significado de cada concepto,
podemos decir que el perfil cinético de un farmaco en una determinada

poblacién se caracteriza por tres tipos de parametros poblacionales®:

1. Parametros de efectos fijos. Cuantifican el comportamiento cinético del

farmaco en la poblacion mediante la caracterizacion de parametros
farmacocinéticos medios y de sus posibles relaciones con ciertos

factores fisiopatolégicos y clinicos.

2. Pardmetros de efectos aleatorios interindividuales. Cuantifican la

magnitud de la variabilidad cinética interindividual, es decir, describen el

tipo de dispersion de los parametros farmacocinéticos en relacion a sus
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valores medios y determinan, mediante las varianzas, la magnitud de la
misma. Por ejemplo la distribucién del aclaramiento puede ser logaritmo

normal con un coeficiente de variacion del 50%.

3. Pardmetros de efectos aleatorios intraindividuales. Cuantifican la

magnitud de la variabilidad residual que incluye, entre otras, la
variabilidad cinética intraindividual, el error analitico, los posibles errores

en la especificacion del modelo etc

El desarrollo de métodos para analizar estos datos procedentes de la rutina
clinica ha sido muy activo y uno de los mas utilizados es el analisis través de
modelos de efectos mixtos no lineales. Este tipo de andlisis se basa en el
principio de que los parametros farmacocinéticos de un individuo particular
surgen de una distribucién de dichos parametros en la poblacion, pudiéndose
describir esta poblacién por una media y una varianza interindividual, siendo la

unidad de analisis la poblacion y no el individuo.

NONMEM (NONlinear Mixed Effects Model)® es un programa ampliamente
utilizado, y posiblemente el mas contrastado y evaluado, en el que se considera
este modelo de efectos mixtos no lineales y que utiliza una aproximacién
paramétrica, es decir que asume que los parametros individuales presentan

distribucién normal o logaritmico normal.

A continuacion se describen las ventajas y desventajas de NONMEM segun

Farré®®:

- Ventajas del NONMEM:

1. Caélculo de los pardmetros farmacocinéticos poblacionales con un
namero relativamente pequefo de sujetos y permiten incluir datos de
individuos de los que tan sélo se dispone de una observacion (en
este caso no permite obtener la variabilidad interindividual de los

parametros farmacocinéticos).
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2. Permite la utilizacién de datos de la rutina clinica (datos
observacionales), asi como los procedentes de los ensayos clinicos
en fases lll y IV (pocas restricciones en el disefio).

3. Los datos utilizados proceden de la poblacion que recibe el farmaco
con fines terapéuticos.

4. Ofrece la posibilidad de introducir directamente factores
fisiopatolégicos y relacionados con el tratamiento en el modelo
farmacoestadistico disefiado, con el objetivo de obtener una
caracterizacién mas precisa de la poblacién.

5. Proporciona mejores estimados de las variabilidades inter- e
intraindividuales que los métodos tradicionales.

6. Permite combinar datos procedentes de diferentes estudios o

fuentes

- Desventajas del NONMEM:
1. El error asociado a los datos es significativamente superior al
verificado en los datos procedentes de protocolos experimentales.
2. Aumento del numero de parametros a estimar (mayores

requerimientos de informacion).

3. Dificultades inherentes al software de manejo muy poco intuitivo

La seleccién del modelo méas adecuado se realiza en tres etapas °°:

12 etapa: Consiste en la seleccion del denominado modelo poblacional basico.
Este modelo se caracteriza por describir adecuadamente los datos objeto de
estudio, pero sin relacionar pardmetros farmacocinéticos con indicadores
individuales.

Los valores de concentracion de farmaco en plasma pueden describirse en

base al siguiente modelo:

Ci=f(PKi, Di, tj) + €pki Ecuacion 3
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Cij representa la concentracion plasmatica observada en el individuo i a tiempo
j. Esta concentracién depende (a) del modelo farmacocinético seleccionado,
representado por f, (b) de los parametros farmacocinéticos individuales, PKi, (c)
de la dosis, Di, administrada, y (d) de la variabilidad residual.

En la expresion anterior gpki, representa la desviacion entre la concentracion
plasmatica predicha y la concentracién observada. Se asume que el conjunto
de todos los valores de desviacion siguen una distribucién normal de media 0 y
varianza o2. El valor de o2 hace referencia a la variabilidad residual

(intraindividual).

A su vez, los pardmetros farmacocinéticos se estiman de la siguiente manera:

Bpki=Bpk*enpki Ecuacion 4

Bpki y Bpk, representan el valor de un determinado pardmetro farmacocinético en
el individuo i, y su valor tipico (medio) poblacional, respectivamente. npki,
representa la desviacion entre el valor tipico del parametro farmacocinético y su
valor en el individuo i. Se asume que el conjunto de todas las desviaciones

individuales para un determinado parametro (npki..;) sigue una distribucién
normal, de media 0 y varianza wzpk. Las varianzas w21..m, siendo m el numero
de pardmetros farmacocinéticos estimados, forman los elementos en posicion
diagonal de la matriz varianza-covarianza Q, y hacen referencia a la

variabilidad interindividual.

22 etapa: En esta etapa se realiza la seleccion preliminar de los indicadores
individuales que pueda afectar los procesos de distribucién y eliminacion. Esta
seleccién puede no ser realizada utilizando NONMEM, sino de forma externa
con otros programas estadisticos.

Tras una primera pre-seleccion, se exploran diferentes modelos incluyendo
combinaciones de uno, dos o mas indicadores individuales, seleccionandose
los mas importantes, asi como el tipo de relacion existente entre parametro e

indicador (lineal vs no-lineal), en base al criterio de informacién de Akaike .
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32 etapa: La significacion estadistica de los resultados obtenidos en la etapa
anterior se analiza de nuevo con NONMEM, seleccionandose el modelo
poblacional final. Para evaluar dicha significacion estadistica, se compara la
diferencia entre el valor minimo de la funcién objetiva (OBJ) proporcionado

por NONMEM entre dos modelos -incluyendo o no un determinado indicador
individual- con una distribucion x2. Es necesario considerar también, aparte del
valor de OBJ, la disminucién en el estimado de variabilidad interindividual de un
determinado parametro al incluir el indicador en el modelo. Durante los
procesos de seleccion de modelos en las etapas primera y tercera, ademas de
los criterios mencionados anteriormente (valor de OBJ y descenso de la
variabilidad interindividual), deben explorarse diferentes gréaficas de residuales

y prestar atencion a la precision.

Ademas del NONMEM, que es el programa utilizado en el trabajo de
investigacion presentado, se han desarrollado otros programas que incluyen
modelos de efectos mixtos con aproximacion paramétrica, como POPKAN y P-
PHARM, vy estrategias no paramétricas como NPEM (Non Parametric
Expectation Maximization)®” . En los métodos no paramétricos no se realizan
asunciones sobre la forma de la distribucion poblacional y consecuentemente
permiten estudiar distribuciones no normales y multimodales, pero a su vez son

métodos complejos y de dificil interpretacion.
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c) Revision bibliogréfica de farmacocinética poblacional de busulfan

Tras una revision bibliografica, se puede observar que el andlisis de
farmacocinética poblacional de busulfan ha sido un campo de investigacion y

publicacién importante, en poblacién infantil 8 89 90 91, 92,93, 94,95, 96, 97, 98, 45, 62, 73

99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106

vs poblacion adulta y en la utilizacion de busulfan en

su combinacioén con ciclofosfamida.

A continuacién en la Tabla 6 se describen los estudios de farmacocinética
poblacional de busulfan en poblacion adulta, al ser la poblacion objeto del
trabajo de investigacion presentado en esta tesis.
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Tabla 6. Estudios publicados de farmacocinética poblacional de busulfan en acondicionamiento de TPH en adultos

Estudio Poblacién | Protocolo Busulfan | Modelo poblacional Covariables Validacion
( acondicionamiento | oral o IV | basico/Software/Método de incluidas en externa
n
_ estimacién modelo final _
pacientes) (si/no)
Sandstrom Adulta Bu-ICT Oral Monocompartimental con ABW , ALTy No
2001% (n=64) y eliminacion primer administracién
(n=76) nifos orden/NONMEM/. FOCE de fenitoina en
n=
(n=12) “centered” Cl
Peso en Vc
Nguyen Adultos Bu-Cy A\ Monocompartimental con ABW en Vc Si (datos de 24
2006 ™ eliminacion primer pacientes)
SCenCl
(n=127) orden/NONMEM/ FOCE
Takama '® Adultos Bu-Cy vV Monocompartimental/ NONMEM/ | Peso en Cly No (utiliza
2006 (n=30) | (n=27)y FOCE INTERACTION Vc “bootstrapping”)
nifos
(n=3)
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Salinger Adultos Bu-Flu-Tim \Y, Monocompartimental con No Si
2010 (n=37) (n=35), Bu-Cy eliminacion primer
(rango
(n=1), Bu-Mel orden/NONMEM/NA
edad 19-
« (n=1)
66 anos)
(Bu en dosis unica
diaria)
Takamatsu Adultos Diversos (no Oral Monocompartimental con Peso en ClI No
%2010 (rango descritos) eliminacién primer
(n=71) edad 16- orden/NONMEM/NA
67 anos)
Hadjibabaie | Adultos Bu en diversas Oral Monocompartimental con Tipo de No
142011 (rango combinaciones eliminacion primer enfermedad
(n=30) edad 15- (Cy, melfalan, orden/MONOLIX (Maligna o no)
43 afnos) tiotepa, Flu, en ClI
etoposido)
Peso en Vc
Choe '® Adultos Bu-Cy; Bu-Flu-Tim | IV Monocompartimental con ABW en Cly | No (utiliza
eliminacion primer Vcy Sexo en
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2012 (n=60) | (>15 afos) | y Bu monoterapia orden/NONMEM/FOC \/o “bootstrapping”)
INTERACTION
McCune Adultosy | Diversos (no \Y Bicompartimental/NONMEM/ No No
2013 1% nifios descritos) FOCE INTERACTION
(n=1610) (92%<20
afnos y
44%<4
afnos)

ABW: peso corporal actual; ALT: alanina transaminaa sérica;Bu-Flu-Tim: busulfan+fludarabina+timoglobulina; Bu-ICT= busulfan+irradiaciéon

corporal total; Bu-Cy: busulfan+ciclofosfamida; Cl: aclaramiento; FOCE: método de estimacion condicional con primer orden (“First Order

with Conditional Estimation”); SC: superficie corporal; Vc: volumen de distribucion; NONMEM: Non-Linear mixed effects modelling; NA: no

disponible la informacién en el articulo.
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En resumen de los estudios publicados de farmacocinética poblacional de
busulfan en adultos, se puede indicar que hay 8 estudios publicados, de
los cuales 5 son exclusivamente en poblacién adulta. Respecto a la via de
administraciéon de busulfan, 3 articulos la administracion es oral y 5 es IV.
Los protocolos de administracion son diversos, incluyendo By-Cy, Bu-ICT,
Bu-Flu-Tim y otros en muy menor proporcion. Respecto a las co-variables
incluidas en el modelo de farmacocinética poblacional, se incluyen en 6
estudios, siendo el peso la co-variable mas importante ya que que influyen
en el Cl en 4 estudios y en V en 5 estudios. Otras co-variables descritas
en los estudios son ALT, administracion de fenitoina, SC, tipo de
enfermedad en CL y sexo en Vc. Se realiza validacién externa en sélo 2

de los 8 estudios publicados.
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1.4. Interacciones medicamentosas

Se identifica que ocurre una interaccion cuando los efectos de un farmaco se
modifican por la presencia de otro farmaco, alimento o agente quimico
ambiental, pudiendo conducir a una modificacion de la eficacia o de los efectos
adversos. En el caso de busulfan, se pueden observar interacciones en ambos
sentidos. A continuacion se presenta un resumen con las interacciones de
busulfan, destacandose aquellas relacionadas con la utilizacion de busulfan en

el contexto de trasplante de progenitores hematopoyéticos:

* Antimicoticos azoélicos.

Se comparo la farmacocinética de busulfan en 13 pacientes a los que se les
realizé un trasplante de médula ésea y tratados con busulfan e intraconazol con
13 individuos tratados con fluconazol y 26 pacientes que no recibieron
antimicoticos. El aclaramiento de busulfan disminuy6é un 20% con itraconazol
pero no con fluconazol. La hipétesis de loa autores del estudio iba orientado a

una interaccion a nivel del metabolismo hepético'®”.

* Ciclofosfamida

La asociacién de busulfan y ciclofosfamida es una de las combinaciones
prioritarias de busulfan en el contexto de acondicionamiento pre trasplante de

108 estudiaron el efecto del

progenitores hematopoyético. Hassan y cols
intervalo de tiempo entre ambos farmacos sobre la farmacocinética de
ciclofosfamida y de su metabolito 4-hidroxilado y la presencia de EVOH y
mucositis. La conclusion fue que si la ciclofosfamida se administra como
minimo 24 horas después de la ultima dosis de busulfan, apenas se afectan
Sus concentraciones séricas, mientras que si el intervalo es breve, las
concentraciones séricas de ciclofosfamida aumentaran de un modo notable.
Por ello, esta informacién es de interés a la hora de planificar el régimen de

acondicionamiento.
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* Fenitoina

En 7 pacientes tratados con dosis alta de busulfan oral (1 mg/kg en 16 dosis)
previo a trasplante de médula ésea, se observo un aumento del aclaramiento
(de 2,8 a 3,32 ml/min/kg), un AUC menor (de 6,475 a 5,412 ng/ml.h) y una
semivida mas corta (de 3,94 a 3,03) entre la primera y la dltima dosis, cuando
se les administré fenitoina. En cambio no se observaron cambios en los
pardmetros farmacocinéticos en 8 pacientes tratados con diazepam'® . Ello
podria ser compatible con la explicacién que la fenitoina actia a través de la

via de GST En cambio Carreras et al**°

compararon el perfil farmacocinético de
busulfan 1V administrado conjuntamente con clonazepam (n=24) vs los datos
de una cohorte histérica a los que se administro fenitoina (n=127) y observé un
aclaramiento 10% superior en la cohorte con clonazepam que en la cohorte con
fenitoina, considerdndose una diferencia no clinicamente relevante. La
explicacion de dichas diferencias podria basarse en que el efecto de fenitoina
es mayor en el intestino que en el higado, observandose diferencias en la

interaccion dependiendo de la via de administracién de busulfan.

* Ketobemidona

Ketobemidona es un analgésico opiaceo presente comercialmente en algunos
paises nordicos, del cual se han descrito interaccion con busulfan a dosis alta.
En la publicacion se describe el caso clinico de un paciente al que se
administraba este medicamento por una fisura rectal y que recibidé busulfan a
dosis de 1mg/kg por 16 dosis como acondicionamiento a trasplante. Tras la
primera dosis de busulfan, se observo una elevacién de las concentraciones de

busulfan que requirieron ajuste de la dosis a 0,7mg/kg***.

*Tioguanina

112

En un articulo publicado** se describio la aparicién de varices esofagicas

asociadas a la administracion concomitante de busulfan y tioguanina durante
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largo periodo de tiempo. La biopsia hepatica realizada a 4 de los 5 pacientes
descritos evidencio hiperplasia nodular que fue la causa de la hipertension

portal.
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1.5. Efectos adversos

En la descripcion de los efectos adversos de busulfan se debe tener en cuenta
tanto la dosis como la indicacion en el que esta siendo utilizado, ya que la
incidencia de las diferentes toxicidades varia segun estos factores. En el
presente apartado, se incidira especialmente en la definicion de los efectos

adversos relacionados con la administracion de busulfan en dosis altas.

1.5.1.Toxicidad hematoldgica

La toxicidad mas importante de busulfan es la toxicidad hematoldgica, que esta
habitualmente relacionada con la dosis y es, hasta cierto umbral, reversible tras
la suspension del farmaco. Esta toxicidad hematolégica se presenta con
leucopenia, anemia y trombocitopenia. En dosis bajas, presenta actividad
selectiva sobre la linea blanca granulocitica, en cambio en dosis altas
claramente se pueden ver afectadas todas las lineas celulares. Comparado con
otros agentes alquilantes, el nadir de mielosupresion debido a busulfan puede
ser largo, por ejemplo el nadir neutropénico puede encontrarse entre 11 a 30

dias.

Algunos pacientes han desarrollado, de manera probablemente relacionada

con la administracién de busulfan, fibrosis de la médula 6sea o aplasia crénica.

1.5.2.Toxicidad gastrointestinal

La administracion de busulfan a dosis bajas y de manera crénica se relaciona
con baja toxicidad gastrointestinal. En cambio la administracion a dosis altas se
relaciona con nauseas y voOmitos, estomatitis, alteraciones en la funcién
hepatica y enfermedad veno-oclusiva hepatica, que se describe en el siguiente

apartado.
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1.5.3.Enfermedad veno-oclusiva hepéatica (EVOH)

La supervivencia tras un trasplante de progenitores hematopoyéticos depende
de la recuperacion de la terapia citoreductiva, de un implante exitoso, de la
prevencion de infecciones y de la enfermedad del injerto contra el huésped y de
la erradicacion de la enfermedad de base. Pero el dafio hepatico también ha de
ser tenido en cuenta al ser una complicacion frecuente de la terapia
citoreductiva ya que se desarrolla en pacientes tras TPH entre un 20 y un 40%.
La mas importante localizacion de la lesion hepatica es la vénula terminal
hepética. Adicionalmente a causar cambios vasculares, se puede producir
necrosis de los hepatocitos y fibrosis que conduce a obstruccion post-
sinusoidal con hipertension intrahepatica, dando lugar al sindrome denominado
enfermedad veno-oclusiva hepética (EVOH) > ™,

Los criterios de definicion de EVOH fueron descritos por McDonald y cols'*®

como la presencia de los siguientes eventos en los 20 dias del trasplante:
1. Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total sérica>34,2 micromol/L)

2. Hepatomegalia o dolor en el cuadrante superior derecho de origen
hepético

3. Ganancia de peso (>2% del peso basal) debido a acumulacion de

liquidos
Factores de riesgo para el desarrollo de EVOH

También el grupo de McDonald estudié los factores relacionados con la
incidencia de EVOH™ . En la tabla mostrada a continuacién se describen los
resultados de este estudio (Tabla 7). De entre ellos cabe destacar los aspectos
relacionados con el tipo de tratamiento de acondicionamiento, dentro de los
cuales se encuentra la asociacion ciclofosfamida+busulfan. Del resto de
factores, sélo citar a los propios autores que indican que el factor de
administracién de vancomicina como marcador de fiebre persistente, e incluso
en el andlisis mas detallado de este aspecto, encuentran una relacion

estadisticamente significativa entre los dias de fiebre y el desarrollo de EVOH.
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Tabla 7. Andlisis de los factores de riesgo de desarrollo de EVOH en el estudio
de McDonald y cols (andlisis de regresion logistico)'*°.

Factor de riesgo Riesgo relativo (IC95%)
Elevacion de AST pre-trasplante 4,6 (2,2-9,8)

Terapia con aciclovir pre-trasplante 4,8 (1,2-20,1)
Vancomicina durante la terapia de | 2,9 (1,4-6,0)

acondicionamiento

Terapia de acondicionamiento con:
Ciclofosfamida+ICT (>12 Gy)
Busulfan+ciclofosfamida 2,8 (1,2-6,5)

Carmustina+ciclosfosfamida+etopdsido

Donante no emparentado 2,4 (1,1-4,9)

Radioterapia abdominal previa 2,2 (1,0-4,9)

AST: aspartato aminotransferasa; ICT: irradiacién corporal total

En el estudio publicado por Horn y cols en 2002 (n=83 nifios)™° ), se definieron
como factores de riesgo para el desarrollo de EVOH los siguientes: diagnéstico
de neuroblastoma, radiacién abdominal, cirugia abdominal, edad<7 afos. En
cambio no se encontraron como factores relacionados ni la elevacién de
transaminasas pre-trasplante ni el tipo de quimioterapia. Hay que indicar que
en ninguno de los esquemas estudiados estaba incluido el busulfan y que todos
los pacientes recibieron autotrasplante, que a diferencia del alo-trasplante,
tiene un menor riesgo de EVOH.

En el estudio de Lee y cols™

se analizo el riesgo de desarrollar EVOH en
pacientes que exclusivamente recibian un tipo de acondicionamiento:
tiotepa+melfalan+busulfan previo auto-trasplante de progenitores
hematopoyéticos (n=253). Los factores de riesgo de desarrollo de EVOH

moderada o grave indicados por los autores fueron: diagnéstico de linfoma o
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mieloma, afectacion tumoral del higado, fiebre en el mes post-trasplante y

radioterapia en el higado.

Busulfan y riesgo de EVOH

La EVOH esta relacionada con una serie de factores, entre ellos los agentes
alquilantes a dosis altas, y en concreto el busulfan. La incidencia descrita es
variable, dependiendo de los estudios. Esta variabilidad se puede relacionar
con factores interindividuales como edad, régimen de acondicionamiento, tipo
de trasplante, concomitancia de otros factores ya indicados previamente etc.
En la tabla a continuacion (Tabla 8) se describen los datos de incidencia de

EVOH en pacientes que reciben regimenes que incluyen busulfan.

Tabla 8. Incidencia de EVOH descrita en diferentes estudios que incluian

busulfan en el régimen de acondicionamiento.

Autores N Adultos/ | Acondicionamiento | Diagndstico Incidencia | Mortalidad
nifios EVOH

Shaw y | 50 Nifios Bu 13mg/kg Enf. genética 0% -

cols™* CY 300mg/kg

Ozkaynak | 50 Nifios Bu 16mg/kg Enf. genética 0%

y cols™ CY 200mg/kg Leucemia 36% 0%

Jones y | 82 Adultos Bu 16mg/kg Leucemia 24% 46%

cols™* CY 200mg/kg

Atkinson y | 15 Adultos Bu 16mg/kg Leucemia 20% 67% (2/3)

cols™ CY 120mg/kg

Santos vy | 51 Adultos Bu 16mg/kg Leucemia 6% 100% (3/3)

cols’ CY 120mg/kg

Tutschka y | 50 Adultos Bu 16mg/kg Leucemia 2% 0%

cols’ CY 120mg/kg

Brodsky vy | 55 Adultos Bu 16mg/kg Céncer 9,1% -

cols™ CY 120mg/kg
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Cacchione | 116 Nifios Busulfan+tiotepa Tumores 31% -

y cols ¥ solidos

Meresse y | 136 Nifios Varios protocolos | Tumores 22% 13%
cols™® con diferentes dosis | sélidos

de busulfan

Bu:busulfan; CY: ciclofosfamida

Es a partir del estudio de Meresse y cols, publicado en 1992, cuando se

empezd a establecer las bases de la relacion entre exposicion a busulfan y

riesgo de EVOH', bases que posteriormente llevarian a la realizaciéon de

estudios farmacocinéticos y a la metodologia de individualizacién posologica en

base a concentraciones plasmaticas de farmaco. Este estudio analiza el riesgo

de EVOH en una poblacién infantil (n=136) que reciben diferentes regimenes

de acondicionamiento que incluyen busulfan para realizar un posterior auto-

trasplante. De los 136 nifios incluidos en el estudio, 30 desarrollaron EVOH

segun los criterios de McDonalds. La incidencia global fue de 22% (IC95% 15-

29%). En la tabla a continuacion (Tabla 9) se describen los factores de riesgo

definidos en el estudio tras un analisis multivariante.
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Tabla 9. Andlisis de los factores de riesgo de desarrollo de EVOH en el estudio

de Meresse y cols (andlisis de regresion logistico)'* .

Variable Riesgo relativo IC95% p
N° de farmacos y orden de administracion de
busulfan
2 farmacos 1,00 i i
3 farmacos, busulfan en 12 posicién 3,50 1,03-12.50 0,05
3 farmacos, busulfan 2n 22 posicién 1,27 0,40-4.03 0,069
Dosis de busulfan
16mg/kg 1,00 - -
600mg/m2 3,20 0,96-10,60 0,060
Tratamiento con ketoconazol
No
Si 1,00 - -
2,37 0,91-6,18 0,080

Comparativa de la incidencia de EVOH entre busulfan oral y IV

Ante la comercializacion de la presentacién para administracion IV de busulfan,
las agencias evaluadoras solicitaron al laboratorio promotor, conjuntamente con
datos farmacocinéticas comparativos (ver apartado 1.3.4. Aspectos
farmacocinéticos), datos de ensayos clinicos fase Il que aportaran evidencia
de la seguridad y eficacia comparable a la forma oral en el contexto de
acondicionamiento asociado a ciclofosfamida. Ante ello se realizaron ensayos
en el contexto de trasplante autélogo (OMC-BUS-3) (n=42) y alogénico
(OMC-BUS-4, Andersson y cols) (n=62).

A continuacion se describen los resultados de estos ensayos relativos a
toxicidad, y en concreto a EVOH.
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- OMC-BUS-3 A phase 2 study of high-dose iv busulfan and
cyclophosphamide with autologous marrow or peripheral blood progenitor

cell transplantation for hematologic malignancies y OMC-BUS-4 (n=62)"%*,
En la siguiente tabla (Tabla 10 y 11) se incluye la comparativa de los efectos
adversos observados en los dos estudios pivotales comparados con la

bibliografia de busulfan oral (fuente FDA. Medical Review. NDA Reviews®)

Se debe indicar que en la mayoria de los estudios de busulfan oral no se

realiz6 ajuste de dosis segun concentraciones plasmaticas de busulfan.
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Tabla 10. Comparativa de incidencia de efectos adversos observados en

ensayo clinico OMC-BUS-3 y bibliografia de busulfan oral (fuente FDA. Medical

Review. NDA Reviews).%®

Efecto adverso (%) BU IV BU Oral
OMC-BUS-3 Bibliografia
EVOH 2% (n=1) 3,2-6,1%
Mortalidad
< dia +28 0 -
< dia +100 0 6,5-15%
>dia +100 19% (n=8) -
Pulmonar 2% (n=1) -

Tabla 11. Comparativa de incidencia de efectos adversos observados en

ensayo clinico OMC-BUS-4 y bibliografia de busulfan oral (fuente FDA. Medical

Review. NDA Reviews).%®

Efecto adverso (%) BU IV BU Oral
OMC-BUS-4 Bibliografia
EVOH 8,2% (n=5) 5,9-12%
Mortalidad
< dia +28 3,3% (n=2) -
< dia +100 13,1% (n=8) 4,1-21%
>dia +100 16,4% (n=10) -
Pulmonar 8,2% (n=5) 3,9-16,9%
EICH 18% (n=11) Aguda 26-41%
Cronica 45%

También se dispone de los datos de los estudios publicados de Kashyap y

cols125, Thall y cols*?®

se describen

, Leey cols'?’

y Aggarwal C y cols

128 que a continuacion
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- Kashyap vy cols 2002*%

Estudio de andlisis retrospectivo para evaluar la incidencia de EVOH vy la
mortalidad a los 100 dias en dos cohortes de pacientes que han recibido el
protocolo BuCy (busulfan-ciclofosfamida) para acondicionamiento para un
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos: pacientes que habian
recibido oral (n=30) (1mg/kg x 16 dosis) vs pacientes que lo han recibido IV
(n=61) (0,8mg/kg x 16 dosis). En ninguna de las dos cohortes se informa si se
realiz6 monitorizacion de concentraciones plasmaticas de busulfan. La

evaluacion de la EVOH se realizé segun los criterios de McDonald modificados
114

La incidencia de EVOH fue 20% en el grupo oral y 5% en el grupo IV. La
mortalidad a los 100 dias fue 33% en el grupo oral y 13% en el grupo IV. El En
la realizacion de un andlisis de regresion logisitca multivariante ajustado al n°
de tratamientos previos, mostré que el uso de Bu oral vs IV es un predictor del
desarrollo de EVOH (OR 7,5, p=0,002).

En la discusion los autores del estudio destacan la menor toxicidad del
protocolo que incluye busulfan IV en base a la menor variabilidad de la cinética
de esta presentacion. Pero esta hipdtesis no esta contrastada ya que no

disponemos de los datos de los perfiles cinéticos de los pacientes.

- Thall y cols 2004,

Estudio de cohortes restrospectivo en pacientes con LMC que reciben un
trasplante alogénico y comparan la incidencia de EVOH y la mortalidad a los
100 dias en pacientes que han recibido BuCy con busulfan IV (n=47) y una
serie histérica de pacientes que han recibido BuCy con BU oral (n=618) (sin
ajuste de dosis segun concentraciones) o BU-TBI (n=882).

Aplicando un analisis bayesiano para evaluar la influencia del tratamiento en la
probabilidad de morir a los 100 dias, BuCy IV se mostr6 estadisticamente
superior (0,54-0,99).

- Leey cols 2005
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Estudio de cohortes retrospectivo en pacientes que reciben un trasplante
alogénico y también compara la incidencia de EVOH en pacientes que han
recibido BuCy con busulfan IV (n=55) y una serie historica de pacientes que
han recibido BuCy con BU oral (n=186) una serie histdrica de pacientes que
han recibido BuCy con BU oral. La incidencia de EVOH el grupo de busulfan IV
es 41,7% vy en el grupo BU IV es 18,5% y un analisis multivariante muestra que
el grupo IV presenta un riesgo estadisticamente significativo menor de EVOH
comparado con el grupo oral (p=0,006, OR=0.345)

- Aggarwal y cols. 2006"%

Andlisis retrospectivo de una cohorte de pacientes con linfoma tratados con la
combinacién de busulfan, ciclofosfamida y etopésido, de los cuales reciben 18
busulfan oral y 31 busulfan IV. En el caso de los pacientes que recibieron
busulfan IV se realizé individualizacién posoldgica de busulfan, con una AUC
por dosis diana de 6.150ng.ml/h. Se observé una mortalidad no relacionada
con recaida de 28% en la cohorte oral y 3% en la de IV, y la supervivencia a los
5 afios fue 28% en la cohorte oral y 58% en la cohorte IV. Pero se debe
considerar el sesgo de que solo de individualizaba la dosis en la cohorte de
busulfan IV.

Como ya se ha indicado, a partir de los estudios descritos, diferentes grupos de
investigacion desarrollaron y analizaron la hipétesis de la relacion entre la
exposiciéon a busulfan y el riesgo de desarrollo de EVOH, llegandose finalmente
a asociar un incremento de riesgo de desarrollo de EVOH en pacientes que
reciben acondicionamiento con busulfan cuando la exposicion al farmaco,

expresada en area bajo la curva (AUC) es superior a 1500micromol x min.

El desarrollo y analisis de los estudios publicados en que se describe la
relacidon entre la exposicion a busulfan y la incidencia de EVOH se analiza en el
apartado 1.6. Relacion entre la farmacocinética y la farmacodinamia de
busulfan, ya que es parte intrinseca de los objetivos del estudio de
investigacion desarrollado.
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1.5.4.Toxicidad neuroldgica

La administracion de dosis altas de busulfan se asocia con la presencia de

129. 130 como por via

convulsiones, tanto en su utilizacion por via oral
intravenosa® . El mecanismo de esta toxicidad continla sin estar del todo
definido, aunque podria estar relacionado con la cinética del busulfan en el
liquido cefalorraquideo (LCR). El busulfan penetra rapidamente en el sistema
nervioso central, con una relacibn LCR: plasma de 0,99 y alcanzandose
similares concentraciones, e incluso Hassan describe concentraciones mayores
en LCR a las 20 horas post-Ultima dosis™ . En las series de casos descritos en
la literatura, las convulsiones frecuentemente se observan tras la Gltima dosis o

en las 48 horas de finalizado el tratamiento de acondicionamiento®?® 1%,

Debido a este riesgo de convulsiones por la administracion de dosis altas de
busulfan, se administran de manera profilactica farmacos anticonvulsivantes. El
farmaco con mayor descripcion de utilizacién en la bibliografia es la fenitoina,
aunque en algunas referencias se describe la utilizacion de benzodiazepinas.
Por ejemplo Murphy describe una serie de pacientes (n=106) a los que tras la
administracién profilactica de fenitona y su monitorizaciéon en el rango
terapéutico de 10 a 20 mg/L, no se observé ningln caso de convulsiones™. La
dosis habitualmente recomendada de fenitoina es una dosis de ataque de 15
mg/kg 24 horas antes del inicio de busulfan seguido de dosis de mantenimiento
de 4 a 8 mg/kg/dia hasta 24 horas de finalizado el tratamiento.

Otras toxicidades neuroldgicas relacionadas con la administracion de busulfan
son cefaleas (64%, graves 5%), insomnio (84%), ansiedad (75%), depresion
(23%), incidencias descritas para la forma endovenosa®™.

1.5.5.Toxicidad pulmonar

Esta descrito tras la utilizacion de manera prolongada o dosis altas de busulfan
el sindrome descrito como “pulmén de busulfan”. Este sindrome se inicia con
una displasia broncopulmonar con fibrosis intersticial y se caracteriza por tos,
fiebre y disnea. En esta situacidon los estudios de funcion pulmonar muestran
una capacidad de difusion disminuida. En muchos pacientes este sindrome ha

progresado a insuficiencia respiratoria, a pesar de la suspension del busulfan.
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En la utilizacion conjunta de busulfan en dosis altas y ciclofosfamida, se han
descrito muertes debido a neumonitis, de manera similar a las descritas
asociadas al tratamiento conjunto de ciclofosfamida asociada a irradiacion
corporal total (TBI). En un estudio retrospectivo que comparaba la toxicidad de
2 regimenes de acondicionamiento para trasplante alogénico, se diagnostico
neumonia intersticial en el 21% de los pacientes que recibieron
busulfan+ciclofosfamida versus 28% en los pacientes que recibieron
ciclofosfamida combinada con TBI. Sin embargo esta toxicidad fue fatal en el
75% de los pacientes con busulfan comparado con el 54% de los pacientes con
TBI. También hubo una mayor incidencia de neumonitis en los pacientes
diagnosticados de leucemia mieloide crénica que en aquellos tratados por
leucemia aguda (36% vs 7%, p=0,003)*".

Bilgrami y cols'®

realizaron una evaluacion retrospectiva de pacientes que
habian recibido busulfan en dosis altas como régimen de acondicionamiento
previo a trasplante de progenitores hematopoyéticos para analizar el riesgo de
toxicidad pulmonar. De los resultados de este analisis se puede deducir que la
toxicidad relacionada con altas dosis difiere del dafio pulmonar producido por la
utilizacion cronica de dosis bajas de busulfan. De un total de 271 pacientes,
3,7% (n=10) desarrollaron sindrome pulmonar intersticial idiopéatico, con una
media de aparicion de 102 dias respecto la infusién de progenitores. Todos los
pacientes habian recibido dosis altas y en periodos cortos de busulfan
(16mg/kg en 4 dias). La primera observacion incluy6 disneaa, tos, hipoxemia y

infiltrados, con o sin derrame pleural.

1.5.6.Toxicidad genitourinaria

Esta descrita la relacién entre la asociacion de busulfan y ciclofosfamida previo
a trasplante y cistitis hemorragica, de igual manera que se produce cuando se
utiliza como terapia de acondicionamiento ciclofosfamida asociada a TBI. En
una serie de 256 niflos que recibieron trasplante de progenitores
hematopoyéticos con busulfan oral como tratamiento de acondicionamiento, la
incidencia de cistitis hemorragica fue 10,2%, observandose adicionalmente que

los niflos mayores de 7 afios tenian mayores probabilidades de presentarla
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(p=0,04)"3. Los datos que el laboratorio que comercializa el busulfan

endovenoso indica es una incidencia de cistitis hemorragica grado 3/4 de 7%.

Se puede desarrollar en los pacientes tratados con busulfan hiperuricemia
debida a un catabolismo de las purinas que acomparia a la destruccion celular,
especialmente en aquellos con una alta carga tumoral. En estos casos se

puede presentar nefropatia y fallo renal agudo.

1.5.7.Toxicidad endocrina

Un tema crucial en la decisibn del acondicionamento para trasplante de
progenitores en nifios es la afectacion endocrina a largo plazo, y principalmente

134

el retraso en el crecimiento. Urban y cols analizaron este aspecto y

observaron que busulfan presenta la ventaja versus TBI de no producir estos

efectos, de igual manera que los estudios de Shankar y cols™®

y Giorgiani y
cols'*. En cambio Wingard si observé este efecto, aunque se presentd en
pacientes con enfermedad del injerto contra el huésped crénica y con

irradiacion craneal previa®®’.

La utilizacién cronica de busulfan se ha relacionado con un sindrome clinico
“Addison-like” en el que los pacientes presentan pérdida de peso, nduseas y
vomitos, hiperpigmentacion, anorexia y fatiga. Pesar de este cuadro clinico, no
presentan el correspondiente déficit de funcidon adrenocortical. Se puede
producir reversibilidad tras la suspension del busulfan.

La afectacion de la funcion gonadal es comparable a la que se produce con la
utilizacion de TBI, aunque no estan disponibles los datos comparativos
concluyentes. En hombres se puede producir azoospermia y atrofia testicular y
en mujeres premenopausicas supresién ovarica y amenorrea’®® . Este fallo
ovarico se describié en una serie de 10 nifias (de 2 a 17 afios, media 9 afios),
asociado a dosis altas de busulfan (600 mg/m2) combinado con melfalan en

139

acondicionamiento para trasplante antélogo™ . El fallo ovarico se evidenci6 por

la ausencia de desarrollo puberal.
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1.5.8.0tras toxicidades

La administracion de busulfan se ha relacionado con el desarrollo de
hiperpigmentacién (incidencia 5-10%). También se puede relacionar este
cuadro al sindrome “Addison-like” asociado a busulfan.

Otra toxicidad descrita al tratamiento con busulfan es el desarrollo de cataratas.
En un andlisis de seguimiento de 4 ensayos clinicos que comparaban busulfa-
ciclofosfamida vs ciclofosfamida-TBlI, la incidencia de cataratas evaluado a los
7 afios asociadas al tratamiento de acondicionamiento de busulfan-
ciclofosfamida fue 12,3% en pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) y
16% en pacientes con leucemia mieloide crénica (LMC). En cambio en el grupo
de pacientes que habian recibido ciclofosfamida-TBI estas incidencias fueron
12,4% en pacientes con LMA y 47% en pacientes con LMC*.

También en este estudio de Socie en que se evaltan los efectos a largo plazo
de la terapia de acondicionamiento en leucemia mieloide, se describe una
incidencia de osteonecrosis del 6 y 7% en pacientes con LMA 'y 3y 10% en
pacientes con LMC con busulfan-ciclofosfamida y ciclofosfamida-TBlI,

respectivamente™®.

A nivel cardiaco se han descrito casos de fibrosis pericardica asociada a
tratamiento a largo plazo con busulfan en dosis convencionales para el
tratamiento de la LMC'*" %2, También se describen en la ficha técnica de
busulfan endovenoso incidencias de edemas de grado medio a moderado del
79% y ganancia de peso en el 8% de pacientes que reciben busulfan como

acondicionamiento para un trasplante alogénico.

Un aspecto a considerar respecto a diferencias entre la forma oral y la
endovenosa (IV) de busulfan es la seguridad de los excipientes. Debido a la
pobre solubilidad de busulfan, los excipientes presentes en la presentacion IV
son polietilenglicol (PEG400) (67% V/V) y dimetilacetamida (DMA) (33% V/V),
los dos relativamente toxicos. La dosis de DMA que se administra a un
paciente de 70 kg ue recibe la dosis habitual de 0,8mg/kg/6h al final de las 16
dosis es de 469g. Se debe considerar que el DMA puede saturar el aclaramiento
hepatico y que tiene toxicidades aditivas a busulfan.
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1.5.9.Teratogenicidad y efectos en el embarazo v la lactancia

La clasificaciéon de la capacidad teratogénica que la FDA asigna a busulfan es
Categoria D, es decir que hay evidencia positiva del riesgo fetal humano, pero
los beneficios en mujeres embarazadas pude ser aceptable. La razén de esta
clasificacion es que al ser busulfan un agente alquilante, al producir
disminucion en la proliferacién celular y actuar primariamente en el ADN,
teéricamente puede tener capacidad de actuar en las células de divisiéon del
embrién. La capacidad teratogéncia real basada en publicaciones es dificil de
evaluar por el limitado numero de publicaciones al respecto. También
dependiendo del factores como estado de gestacién, tipo de quimioterapia
utilizada y naturaleza de la enfermedad hematologica, se describen diferentes

143,144 144 recogen una serie de 40 casos de utilizacién de

efectos . Bishop y cols
busulfan durante el embarazo, de los cuales se realizaron 4 abortos. De los 36
embarazos restantes, nacieron 37 nifios de los cuales 4 tuvieron anormalidades

al nacer.

Respecto a la administracion en la lactancia, se desconoce el paso a leche
materna. Pero la clasificaciéon Thomson indica que debido a que los datos y las
opiniones de expertos no son concluyentes, se debe sopesar el potencial
beneficio versus los riesgos de la prescripcién de este farmaco en mujeres en
periodo de lactancia.
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1.6. Relacidon entre la farmacocinética y la farmacodinamia de

busulfan

1.6.1.Relacién entre la exposicidn a busulfan y la toxicidad

a) Relacion entre exposiciéon a busulfan y EVOH

La asociacion entre altas dosis de busulfan y EVOH es bien conocida (ver
apartado 1.5. Efectos adversos). Como ya se ha indicado, a partir de los
estudios descritos, diferentes grupos de investigacion desarrollaron y
analizaron la hipétesis de la relacion entre la exposicidon a busulfan y el riesgo
de desarrollo de EVOH, llegandose finalmente a asociar un incremento de
riesgo de desarrollo de EVOH en pacientes que reciben acondicionamiento con
busulfan cuando la exposicion al farmaco, expresada en AUC es superior a
1500micromol x min. A continuacion se describen dichos estudios que a su vez
se resumen en las tablas 12, 13 y 14:

a.1l. Estudios con busulfan administrado oralmente

<+ Grochow LB, Jones RJ, Brundrett RB, Braine HG, Chen TL, Saral R,
Santos GW, Colvin OM. Pharmacokinetics of busulfan: correlation with
veno-occlusive disease in patients undergoing bone marrow transplantation.

Cancer Chemotherapy Pharmacology 1989; 25: 55-61%,

Estudio realizado por el equipo de Johns Hopkins Oncology Center de
Baltimore, EEUU, y es el primer estudio que se analiza la relacion entre
incidencia de EVOH y exposicién a busulfan.

En él se incluyeron 30 pacientes adultos y nifios con varios diagnésticos (LMA
n=18, sarcomas pediéatricos n=4, linfoma Hodkin n=3 y otros n=5). La mayoria
recibieron trasplante alogénico (n=16) (autotrasplante n=13 y singénico n=1). El
régimen utilizado fue busulfan (1mg/kg x16 dosis) con ciclofosfamida
(200mg/kg).

La incidencia de EVOH fue de 20% (6/30). La media de AUC 2012
micromol.min/l (x1226) y rango 606-5144 micromol.min/l. Si adaptamos estas
unidades a las utilizadas en los estudios posteriores, seria una media de AUC
8249 ng.h/ml (£5027) y rango 2484-21090 ng.h/ml. Se encontré una relacion
estadisticamente significativa entre la incidencia de EVOH y AUC (p>0,0001) y
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mediante regresion logistica multivariante, AUC fue el Unico factor predictor de
EVOH encontrado.

A partir de estos datos, el equipo de investigacion de este estudio analizaron la
aportacion de la individualizacién posolégica de busulfan en base a

concentraciones plasmaticas®.

% Vassal G, Deroussent A, Challine D, Hartmann O, Koscielny S, Valteau-
Couanet D, Lemerle J, Gouyette A. Is 600mg/m2 the appropriate dosage of
busulfan in children undergoing bone marrow transplantation?. Blood 1992;
79: 2475-2479%.

El objetivo del studio de Vassal y cols es analizar si el cambio de dosificacion
de busulfan de mg/kg a mg/m2 se adecua mas a las necesidades de la
poblacién pediatrica, a través del estudio farmacocinético de busulfan. Los
autores postulan que esta adecuacion seria deseable para obtener mayor éxito
en el implante del injerto.
Se incluyeron 27 niflos que recibieron como acondicionamiento a
auotrasplante, busulfan a la dosis de 600mg/m2 (37,5mg/m2/6h x 16 dosis)
asociado a diferentes farmacos (ciclofosfamida, cilcofosfamida y melfalan,
ciclofosfamida y tiotepa, o a tiotepa). Los diagnosticos basales eran tanto
tumores sélidos (tumor cerebral, neuroblastoma, sarcoma Swing), como
leucemia.

Con la nueva dosis en mg/m2 se observé una gran variabilidad interindividual

con AUC media de 6404+2378 ng. h/ml (rango 3566 a 13129 ng. h/ml) y t 12

entre un rango de 1,3 a 8,5 horas. Comparando con datos publicados y

propios, los autores indican que la exposicion sistémica a busulfan se

incrementa con la dosificacibn en mg/m2, asimilandose a la exposicién
observada en adultos y refleja las consecuencias de la farmaocinética edad-
dependiente de busulfan.

Pero los datos de toxicidades extra-hematologicas indican una mayor

incidencia que en otros estudios previos en que la dosificacion era fija segun

mg/kg. La incidencia de EVOH es de 22%, superior a la que los propios autores

145

habian descrito en la dosis de mg/kg 7% También la incidencia de

neurotoxicidad se incrementa de 1,7% a 15,4%*%° .
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La conclusion de los autores es que la optimizacion de la dosis de busulfan
requiere una mayor individualizacion basada en monitorizacion de las

concentraciones plasmaticas del farmaco.

«» Schuler U, Schroer S, Kiuihnle A, Blanz J, Mewes K, Kumbier |, Proksch B,

Zeller KP, Ehninger G. Busulfan pharmacokinetics in bone marrow

transplant patients: is drug monitoring warranted?. Bone Marrow Transplant.

1994 Nov;14(5):759-65%.

Estudio realizado en una muestra de 20 pacientes (19 adultos y 1 nifio), en que
el protocolo incluye busulfan a dosis de 16mg/kg. Se determinan las
concentraciones de busulfan tras la primera administracién. Los autores indican
gue el modelo farmacocinética les resulta inestable.

La incidencia de EVOH es 15% (3/20) y no se observa relacién con la
exposicion a busulfan. Los autores indican que el papel de la individualizacién
posologica de busulfan en base a concentraciones plasmaticas debe ser

clarificado.

s Slattery J.T., Sanders J.E., Buckner C.D., Schafer R.L., Lambert K.W.,
Langer F.P., Anasetti C., Bensinger W.l., Fisher L.D., Appelbaum F.R.,
Hansen J.A.. Graft-rejection and toxicity following bone marrow
transplantation in relation to busulfan pharmacokinetics. Bone Marrow
Transplantation 1995; 16: 31-424°,

Este estudio desarrollado en el centro Fred Hutchinson Cancer Research

Center de Seattle seria el que estableceria las bases mas importantes de la

relacién entre la exposicion a busulfan y éxito del trasplante. Pero también

contiene analisis de la relacion con toxicidad, y por ello se incluye en este
apartado.

Se incluyeron 42 pacientes (adultos y nifilos) con una gran variedad de

diagndsticos, aunque el 67% eran oncologicos, y la mayoria recibian

acondicionamiento para trasplante alogénico (solo se incluyeron 7% trasplantes
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antologos). El protocolo utilizado era la asociacién de busulfan (dosis 16-
30mg/kg) con ciclofosfamida (120-200mg/kg).
La incidencia de EVOH observada fue de 53% en los adultos y 26% en los
niflos segun criterios de McDonalds y cols™,
Se observo una correlacion estadisticamente significativa entre la gravedad de
la toxicidad relacionada con el procedimiento segun los criterios de Bearman y

cols'¥’

y la exposicion a busulfan segun el parametro de concentracién en el
estado de equilibrio estacionario (Css) (r=0,717, p>0,0001). A su vez se
observo que la incidencia de toxicidades graves (grado 3 o 4) era menor (1/31)
en los pacientes con Css<900ng/ml y mayor cuando Css>900ng/ml (4/11). Las
toxicidades graves mayoritariamente observadas fueron EVOH y sindrome de

distrés respiratorio.

% Dix SP, Wingard JR, Mullins RE, Jerkunica I, Davidson TG, Gilmore CE,
York RC, Lin LS, Devine SM, Geller RB, Heffner LT, Hillyer CD, Holland HK,
Winton EF, Saral R. Association of busulfan area under the curve with veno-
occlusive disease following BMT. Bone Marrow Transplantation 1996; 17:
225-30",

Estudio en el que se analiza la relacién entre exposicién a busulfan y EVOH,

pero a diferencia de los anteriores ya se realiza individualizacién posoldgica de

busulfan en base a concentraciones plasméticas.

Se incluyeron 68 pacientes adultos y adolescentes con una variedad de

patologias oncologicas. Los regimenes utilizados fueron busulfan asociado a

ciclofosfamida, a ciclofosfamida y citarabina y cilcofosfamida y etopésido. La

individualizacion posolégica se realizé tras la evaluacion de la AUC en la
primera administracién segun los criterios del estudio de Grochow y cols®® (si

AUC>1500 micromol.min/l o0 6150 ng.h/ml se ajusto la dosis).

Los resultados muestran una media de AUC 1304+380 micromol.min/l (5346

+1558ng.h/ml). En el 35,3% de los pacientes en que se puedo evaluar AUC

estaba por encima de 6150 ng.h/ml (18/51), pero en sélo 10 se redujo la dosis.

La incidencia de EVOH observada fue 18,2% (12/66). De los pacientes en que

se pudo evaluar AUC (n=51), el 33% de los que AUC>6150ng.h/ml

desarrollaron EVOH frente a 3% de los que AUC<6150ng.h/ml (riesgo relativo

11,1, p=0,0056).
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< Ljungman P, Hassan M, Békassy AN, Ringdén O, Oberg G. High busulfan
concentrations are associated with increased transplant-related mortality in
allogenic bone marrow transplant patients. Bone Marrow Transplantation
1997; 20: 909-13*,
Este estudio se desarrollé por el equipo investigador de Karolinska Institute de
Suecia y el objetivo fue el andlisis de la importancia de las concentraciones de
busulfan en la mortalidad relacionada con el trasplante. Se incluyeron 172
pacientes adultos y nifios, 87 recibieron autotrasplante y 85 alotrasplante para
patologias oncolégicas, siendo la leucemia mieloide aguda la patologia
mayoritaria (60%). En todos ellos el protocolo utilizado fue busulfan 16mg/kg y
ciclofosfamida 120mg/kg.
La Css media fue 593 ng/ml (rango 111-1512ng/ml). Se observo una tendencia
de correlacion entre la Css y la mortalidad relacionada con el trasplante (TRM),
aunque no estadisticamente significativa (r*=0,12, p=0,07). A través de modelo
de cuarteles, se observo que los pacientes con Css=> 721ng/ml tenian una
mayor TRM vs los pacientes con Css <721ng/ml (29% vs 14%, p=0,01). La
toxicidad mayoritaria era la EVOH (5% en el grupo Css= 721ng/ml vs 2% en el

grupo Css <721ng/ml).

s Chan MY, Pinell W, Lanza C, Gerritsen B, Webbs D, Veys P. Correlation of
busulphan levels and clinical outcome in bone marrow transplant in children.
Bone Marrow Transplantation 1997; 20: S4: 015,

En este estudio se estudio la correlacion entre las concentraciones de busulfan

y la toxicidad en una poblacion pediatrica (n=47). Los regimenes en los que se

combind busulfan fueron: con ciclofosfamida (n=39), etoposido y ciclofosfamida

(n=7) y melfalan (n=2). El tipo de trasplante realizado incluyo tanto auto-

trasplante como alogénico, tanto de donante emparentado como no

emparentado.

La media de AUC fue 1744 micromol/l/min (rango 426-3505 micromol/l/min)

(segun unidades previamente descritas media 7150 ng.h/ml y rango 1747-

14370 ng.h/ml). Desarrollaron EVOH 9 pacientes (19%). No se encontrd

diferencias estadisticamente significativas en la AUC media entre los pacientes
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con y sin EVOH (1933 micromol/l/min vs 1700 micromol/l/min o 7925 vs 6970
ng.h/ml, p=0,27). Sin embargo el 45% de los pacientes con EVOH tenian una
AUC>2000 micromol/l/min (8200 ng.h/ml) comparado con los pacientes sin
EVOH, que tan sélo el 25% tenian AUC>2000 micromol/l/min.

% Copelan EA, Bechtel TP, Avalos BR, Elder PJ, Ezzone SA, Scholl MD,
Penza SL. Busulfan levels are influenced by prior treatment and are
associated with hepatic veno-occlusive disease and early mortality but not
with delayed complications following marrow transplantation. Bone Marrow
Transplantation 2001; 27: 1121-24%.

Estudio desarrollado en una muestra de 28 pacientes (tanto adultos como
nifos) con diagnésticos oncoldgicos (75% leucemia o sindrome
mieslodisplasico) que recibieron trasplante de progenitores hematopoyéticos
(78% alogénico). En todos los pacientes el protocolo de acondicionamiento fue
busulfan 16mg/kg y ciclofosfamida 120mg/kg. La evaluacion de EVOH se
realizé segun criterios McDonald (McDonalds, 1984) y la toxicidad relacionada

con el procedimiento segun criterios Bearman*’ .

Los resultados muestran una media de AUC 4780ng.h/ml (£2160ng.h/ml). No
se encontrd correlacion entre exposicion a busulfan y el diagndstico, aunque si
se observd que los pacientes que no habian recibido quimioterapia 0 una
guimioterapia de baja intensidad presentaron una AUC y Cmax menor que los
que habian recibido quimioterapias de intensidad (p=0,02 y p=0,03

respectivamente).

La incidencia de EVOH fue de 36% (10/28), encontrandose diferencias
estadisticamente significativas entre esta incidencia de EVOH y AUC (p=0,03),
no encontrandose con Cmax. También se encontro relacion entre la mortalidad
temprana (<6 meses del procedimiento) y AUC (p=0,006), pero no con recaida,
supervivencia libre de eventos, bronquiolitis y enfermedad de injerto contra
huésped (GVHD).

% Bouligand J, Boland I, Valteau-Couanet D, Deroussent A, Kalifa

C, Hartmann O, Vassal G. In children and adolescents, the
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pharmacodynamics of high-dose busulfan is dependent on the second

alkylating agent used in the combined regimen (melphalan or thiotepa).

Bone Marrow Transplant. 2003;32(10):979-86".
Estudio prospectivo que explora la farmacodinamia de busulfan combinado con
melfalan (n=25) o con tiotepa (n=20) seguido de trasplante autélogo en nifios y
adolescentes con tumores solidos. La dosis de busulfan adminsitrada es
600mg/m2 y no e indica que se realice ajuste posoldgico segun
concentraciones plasmaticas. No se observa diferencias en la exposicién a Bu
y incidencia de EVOH en el grupo BuMel y si se observa en el grupo BUTTP, ya
gue los pacientes que desarrollan presentan una AUC tras la 13 dosis mayor
(6.201+£607 ng.h/ml) que los que no presentan (5.024+978 ng.h/ml) (p<0,05).
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Tabla 12. Estudios que analizan la relacion entre exposicion a busulfan oral y incidencia de EVOH

Autores N Adultos/ | Acondicionamiento | Diagndstico Parametros Incidencia Relacién EVOH vs Bu exposicion

nifios farmacocinéticos EVOH

Grochow 30 Si/Si Bulémg/kg LMA, AUC 20% (6/30) Correlacion AUC vs EVOH (p<0,0001)

198928 sarcomas . . .

CY 200mg/kg 2 Media 8249 ng.h/ml AUC Uunico predictor de EVOH
pediatricos, E. (+5027)
Hodgkin, otros | ™ '
rango 2484-21090
ng.h/ml.
Vassal 27 No/Si Bu 600mg/m2 T. cerebral, | AUC 22%
60
1992 + CY zmelfaldn y neuroblastLol\T: Media 6404 ng.h/ml Incidencia superior a poblacion con dosis Bu mg/kg (7%)
tiotepa sarcoma (x2378),
+tiotepa Ewing rango 3566-13129
ng.h/ml.
e ) 0,
SC““!,?r 20 S'/_S' Bu 16mglkg + 15% (3/20) No correlacién EVOH vs exposicion Bu
1994 (n=1)
1/Si - 0, A 0,

Slattel% 42 SiISi Bu 16-30mg/kg ((3L7I\//I0A Ciﬁgr 53% adultos Correlacion entre TRP y (Css) (r=0,717, p>0,0001).

1995 CY 120-200mg/kg SMD), ' 26% nifios Incidencia de toxicidades graves (grado 3 o 4) era menor
(1/31) en los pacientes con Css<900ng/ml y mayor
cuando Css>900ng/ml (4/11). Las toxicidades graves
mayoritariamente observadas fueron EVOH y sindrome de
distrés respiratorio.

Dix 68 Si/No Bu con TDM ’I?/Ilé((j:ia 5346+1558 18,2% 33% de los que AUC>6150ng.h/ml desarrollaron EVOH

1996148 +CY +citarabina na.h/ml - (12/66). frente a 3% de los que AUC<6150ng.h/ml (riesgo relativo

+ g. 11,1, p=0,0056).
En el 35,3% de los pacientes
en que se puedo evaluar
AUC estaba por encima de
6150 ng.h/ml (18/51), pero
en solo 10 se redujo la dosis.
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Se observé una tendencia de correlacién entre la Css

Ljunnggan 172 SiISi Bulémg/kg Css TRM, aunque no estadisticamente significativa (r°=0,12,
1997 CY 200mg/kg Media 593 ng/ml p=0,07).
Rango 111-1512ng/ml Css= 721ng/ml tenian una mayor TRM vs
Css <721ng/ml (29% vs 14%, p=0,01).
La toxicidad mayoritaria era la EVOH (5% en el grupo
Css= 721ng/ml vs 2% en el grupo Css <721ng/ml).
Chan 47 No/Si Bu 8-24ma/k Immunodeficie | AUC 19% (9/47) No se encontré diferencias estadisticamente significativas
r007 150 9kg pii ° en la AUC EVOH.
-(Fn(EEQ) 120-200mgrkg Leucemia Media 7150 ng.h/ml Sin embargo 45% de los pacientes con EVOH tenian una
- Rango 1747-14370 AUC>8200 ng.h/ml) comparado con los pacientes sin
+CY+etoposido (n=7) | Otros ng.h/ml EVOH, que tan solo el 25% tenian AUC>8200ng.h/ml
+Melfalan (n=2)
Copelan 28 Si/Sl Bul6émag/kg Oncoldgicos AUC 36% (10/28) Entre esta incidencia de EVOH y AUC (p=0,03), no con
63 0
2001 CY 120mglkg (7% Media 4780 ng.h/ml Cmax.
eucemias Yy | /,oc0
SMD) Relacion entre la mortalidad temprana (<6 meses del
procedimiento) y AUC (p=0,006), pero no con recaida,
supervivencia libre de eventos, bronquiolitis y enfermedad
de injerto contra huésped (GVHD).
Bouli Ez)alnd 45 No/Si Bu 600mg/m2 Oncoldgicos AUC 44% BuMel | No se observa diferencias en la exposicibon a Bu y
0, -
2003 + Melfalan (BuMel) ggi‘;’/o 23 incidencia de EVOH en el grupo BuMel y si se observa en
o 2506 BUTTP el grupo BUTTP, ya que los pacientes que desarrollan
Tiotepa (BUTTP) (1C95%9- presentan una AUC tras la 13 dosis mayor (6.201+607
49%)

ng.h/ml) que los que no presentan (5.024+978 ng.h/ml)
(p<0,05).
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Bu:busulfan; CY: ciclofosfamida ; TDM: individualizacién posoldgica segin concentraciones plasmaticas; LMA: leucemia mieloide aguda; LMC: leucemia mieloide crénica; SMD: sindrome
mielodisplasico; AUC: area bajo la curva (se expresa en ng.h/ml a partir de los datos de los estudios); Css: concentracién en equilibrio estacionario; TRP: toxicidad relacionad con el

procedimiento; TRM: mortalidad relacionada con el trasplante
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a.2. Estudios con busulfan administrado parenteralmente

Los estudios pivotales de busulfan IV incluyen el andlisis de la farmacocinética
y de la toxicidad, incluida la EVOH. Estos datos se puede comparar con los
datos disponibles de la forma oral de manera indirecta y también se dispone de
algun estudio que compara ambas administraciones, aspecto que es analizado
en el apartado c) (ver aparatados correspondientes, Farmacocinética y Efectos

adversos y a) y b)).

En resumen podemos decir que estos estudios mayoritariamente son
retrospectivos (3 de 5), con un tamafno pequefio (rango 21-72) y su no analizan
directamente la correlacion entre la exposiciony la EVOH.

En la gran mayoria de ellos se realiza individualizacién de la dosis en base a

concentraciones plasmaticas del farmaco (4 de 5).

A continuacién se describen los 5 estudios que analizan la relacién entre la
farmacocinética de busulfan administrado por via IV y la toxicidad en términos
de EVOH:

% Andersson BS, Thall PF, Madden T, Couriel D, Wang X, Tran H, Anderlini P,
de Lima M, Gajewski J, Champlin R. Busulfan systemic exposure relative to
regimen-related toxicity and acute graft-versus-host disease: defining a
therapeutic window for IV BuCy2 in chronic myelogenous leukemia. Biol
Blood Marrow Transplant 2002; 8:477-85°.

Bajo la hipétesis que la exposicidon a busulfan se correlaciona con la toxicidad,
los autores de este estudio analizan la mortalidad y la incidencia de toxicidad,
incluida la hepética, en una cohorte de pacientes con leucemia mieloide cronica
gue reciben el protocolo BuCy con busulfan 1V (0,8mg/kg x 16 dosis) como
acondicionamiento para trasplante (n=36). Se realiz6 analisis farmacocinética
en la dosis 1 con posterior ajuste de dosis a partir de la dosis 3 segun el perfil
cinético (AUC diana 1250uMol-min).

Ningun paciente desarrollo EVOH, y por ello se utilizé la elevacion de bilirrubina
en la evaluacibn de la toxicidad hepética. Se observé una diferencia

estadisticamente significativa en la probabilidad de desarrollar hepatotoxicidad
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en los pacientes con un AUC mayor (p>0,01). El riesgo de morir fue
significativamente menor en los pacientes con AUC entre 950 y 1520 pMol*min,
mientras que el riesgo fue mayor en pacientes con AUC menores 0 mayores a

este intervalo.

% Williams CB, Day SD, Reed MD, Copelan EA, Bechtel T, Leather HL,
Wingard JR, Abbott BL, Abhyankar S, McGuirk JP. Dose modification
protocol using intravenous busulfan (Busulfex) and cyclophosphamide
followed by autologous or allogeneic peripheral blood stem cell
transplantation in patients with hematologic malignancies. Biol Blood Marrow
Transplant. 2004;10(9):614-23'%,

Los autores de este estudio evallan la seguridad de la administracion de
busulfan IV asociado a ciclofosfamida a través de un modelo de modificacién
de dosis en 5 cohortes de pacientes y se realiza determinacién de
concentraciones plasmaticas en la primera y ultima dosis de busulfan. En la
cohorte 5, en que la administracion de busulfan era a dosis 3,2mg/kg cada 24
horas por 4 dosis, 2 de 3 pacientes con el AUC>6.000pM*min (equivalente a
24.100 ng*h/ml) desarrollaron EVOH confirmada por autopsia. Los autores

concluyen no recomendando esta dosis por excesiva toxicidad.

% Zwaveling J, Bredius RG, Cremers SC, Ball LM, Lankester AC, Teepe-Twiss
IM, Egeler RM, den Hartigh J, Vossen JM. Intravenous busulfan in children
prior to stem cell transplantation: study of pharmacokinetics in association
with early clinical outcome and toxicity. Bone Marrow Transplant.
2005;35(1):17-23%,

Estudio retrospectivo que analiza la farmacocinética de busulfan IV en la
primera dosis y tras ella realizan individualizacion posologica del farmaco. La
poblacién es pediatrica (n=31) con diversas patologias (leucemias y otras
patologias oncoldgicas, inmunodeficiencias y otras). En el 35% de los
pacientes consiguieron una AUC global en el AUC diana, mientras que el resto
estuvieron por debajo. No observan relacion del AUC ni con toxicidad ni con
eficacia (recaida e implante).
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s Schechter T, Finkelstein Y, Doyle J, Verjee Z, Moretti M, Koren G, Dupuis
LL. Pharmacokinetic disposition and clinical outcomes in infants and children
receiving intravenous busulfan for allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation. Biol Blood Marrow Transplant. 2007 ;13(3):307-14**

Los autores realizan un andlisis retrospectivo de la relacion de la
farmacocinética de busulfan IV con los resultados del transplante en una
poblacién pediatrica (n=45). La dosis inicial se calculé en base al peso actual y
se realizd individualizacién posolégica con los datos de AUC. Los datos
mostraron una relacion inversa ya que el desarrollo de EVOH tuvo relacién con
una menor C max y ninguna relacién con el resto de parametros (AUC
individual o total o CI). Esta relacion es definida como estadisticamente

significativa por los autores, pero con valor clinico marginal.

% Perkins JB, Kim J, Anasetti C, Fernandez HF, Perez LE, Ayala E, Kharfan-
Dabaja MA, Tomblyn MR, Sullivan DM, Pidala JA, Field TL. Maximally
tolerated busulfan systemic exposure in combination with fludarabine as
conditioning before allogeneic hematopoietic cell transplantation. Biol Blood
Marrow Transplant. 2012;18(7):1099-107%*.

Perkins y cols realizan un estudio prospectivo en que el protocolo utilizado en
es busulfan administrado IV y en dosis Unica diaria a tres niveles planificados
de exposiciéon (AUC diario de 6.000, 7.500 y 9.000 pM*min), asociado a
fludarabina (40mg/m2) por 4 dias. La incidencia de EVOH fue 0% en los 40
pacientes del nivel de exposicion de 6.000 uM*min, 7% en los 29 pacientes del
nivel 7.500 y 100% en los 3 pacientes del nivel 9.000. También se observo un
incremento de incidencia de dermatitis (p<0,01) y toxicidad pulmonar (p<0,01)

relacionada con AUC mayores.
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Tabla 13. Estudios que analizan la relacion entre exposicion a busulfan 1V y incidencia de EVOH

Autores N Adulto | Acondicionamiento Diagndstico Parametros Relacién EVOH vs Bu exposicion
s/nifio farmacocinéticos
s
Andersson | 36 Adultos | Bu-CY LMC AUC Ningun paciente desarrollo EVOH, y por ello se utilizé la
2002° elevacion de bilirrubina en la evaluacion de la toxicidad
hepatica. Se observé una diferencia estadisticamente
significativa en la probabilidad de desarrollar hepatotoxicidad
en los pacientes con un AUC mayor (p>0,01)
Williams 21 Adultos | 5 cohortes cons dosis | Oncoldgicos AUC En cohorte 5, 2 de 3 pacientes con AUC alta desarrollaron
2004 variables de Bu, cada
S p EVOH
6h y dosis Unica al dia
. . . .- No relacion, considerar que se individualiza la dosis de Bu
Zwaveling | 31 Nifios Diversos (con | Oncoldgicos AUC
2005 individualizacién diversos
posolégica Bu)
Schechter | 45 Nifios Diversos (con | Oncoldgicos Cmax Desarrollo de EVOH en nifios con Cmax menor (4,2+0,68 vs
2007 individualizacion diversos 4,8+0,73 pM p=0,035) (relacion inversa).
posolégica Bu)
Perkins 72 Adultos | Bu-Flu (40mg/m2 x 4 | Oncoldgicos AUC Relacion entre el nivel de exposicion e incidencia de EVOH.

2012155

dias) (con
individualizacion
posolégica Bu y 3

niveles de exposicion)

Bu: busulfén; CY: ciclofosfamida ; TDM: individualizacion posoldgica segin concentraciones plasmaticas; LMA: leucemia mieloide aguda; LMC: leucemia mieloide crénica; SMD: sindrome

mielodisplasico; AUC: area bajo la curva (se expresa en ng.h/ml a partir de los datos de los estudios); Css: concentracion en equilibrio estacionario; TRP: toxicidad relacionad con el

procedimiento; TRM: mortalidad relacionada con el trasplante
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a.3. Estudios con comparacion entre busulfan oral y parenteral

El analisis comparado de la farmacocinética y consecuentemente la exposicion
a busulfan oral vs IV y la toxicidad en términos de EVOH se analiza en 2
estudios, aunque en ninguno de ellos es el objetivo principal.

Como se ha indicado en el apartado de efectos adversos, en estudios como los
de Kashyap y cols'® , la incidencia de EVOH es menor en las cohortes de
pacientes que reciben busulfan IV que en las cohortes que reciben oral. Pero a
partir de aqui establecer la hipétesis de que esta menor incidencia es debido a
una correlacion entre exposicion y toxicidad no se puede realizar de manera
directa ya que en los estudios disefiados con este fin'** **” (Mamlouk 2005,
Zhang 2012), no se observa esta relacion y es importante tener en
consideracion que en ellos se realiza individualizacion de la dosis en base a

concentraciones plasmaticas del farmaco.
A continuacion se describen dichos estudios:

% Mamlouk K, Saracino G, Berryman RB, Fay JW, Pineiro LA, Vance EA,
White M, Sandler |, Agura ED. Modification of the Bu/Cy myeloablative
regimen using daily parenteral busulfan: reduced toxicity without the need
for pharmacokinetic monitoring. Bone Marrow Transplant. 2005;35(8):747-
5418,

Estudio prospectivo de 3 cohortes de pacientes que reciben régimen
mieloalbativo de By/Cy previo al trasplante (2 que reciben busulfan IV en dosis
una vez al dia o cada 6 horas y otra que reciben la dosis oral). Se realizé
analisis farmaocinético e individualizacion posolégica. No se observo
diferencias entre los grupos en la incidencia de toxicidad hepatica ni
neurologica, ni en implante o recaida. So6lo se observd diferencias
estadisticamente significativas en la incidencia de enfermedad del implante
contra el huésped aguda, siendo menor en la cohorte de busulfan IV

administrado una vez al dia que en los otros dos grupos.

% Zhang H, Graiser M, Hutcherson DA, Dada MO, McMillan S, Ali Z, Flowers
CR, Waller EK. Pharmacokinetic-directed high-dose busulfan combined with

87



cyclophosphamide and etoposide results in predictable drug levels and
durable long-term survival in lymphoma patients undergoing autologous
stem cell transplantation. Biol Blood Marrow Transplant. 2012;18(8):1287-
94%7,

Andlisis retrospectivo de una cohorte de pacientes con linfoma tratados con la
combinacién de busulfan, ciclofosfamida y etopdsido, de los cuales reciben 95
busulfan oral, 113 busulfan IV cada 6 horas (IV16)y 86 IV en administracion
Unica diaria (IV4). En todos los casos se realiza individualizacion posologica de
busulfan, con una AUC global predefinida de 20.000uM*min (equivalente a
82.000ng*h/ml). La mortalidad a 100 dias fue del 2,1%, 3,6% y 3,5% para las
cohortes de oral, IV16 y IV4 y la supervivencia global fue 57% (IC95% 45-66%)
en la cohorte oral y 64% (1IC95% 53-73%) en la cohorte de IV. A nivel de
toxicidad hepatica, no se observd ningun paciente con EVOH.
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Tabla 14. Estudios que comparan la relacion entre exposicién a busulfan oral y IV y incidencia de EVOH

Autores N Adultos/ Acondicionamiento Individualizacion | Pardmetros Relacion EVOH vs Bu oral o IV y

oral/v | nifios posoldgica Bu farmacocinéticos | exposicion

No relacién, considerar que se

Mamll%gk 25/31 Adultos Bu-CY_en 3 cohortes | Si AUC individualiza la dosis de Bu
2005 de dosis, una de ellas
oral (con

individualizacion
posolégica Bu)

. . Ningun paciente desarrolla EVOH.
Zhan%;57 95/199 | Adultos Bu-CY-etoposido Si AUC No relacion, considerar que se
2012 individualiza la dosis de Bu

Bu:busulfan; CY: ciclofosfamida ; TDM: individualizaciéon posolégica segun concentraciones plasmaticas; LMA: leucemia mieloide aguda; LMC: leucemia mieloide crénica; SMD: sindrome
mielodisplasico; AUC: area bajo la curva (se expresa en ng.h/ml a partir de los datos de los estudios); Css: concentracion en equilibrio estacionario; TRP: toxicidad relacionad con el
procedimiento; TRM: mortalidad relacionada con el trasplante
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b) Relaciéon entre otras toxicidades y exposicién a busulfan

Aunque la EVOH es la toxicidad de mayor importancia y limitante a nivel clinico
de la administracién de busulfan en dosis altas y a la vez la mas analizada en
diferentes estudios, también es de interés referenciar que se ha estudiado la
relacion entre exposicion y la mortalidad en los 100 dias post trasplante.

Ljungman y cols*

analizaron la importancia de las concentraciones de
busulfan en la mortalidad relacionada con el trasplante. Se incluyeron 172
pacientes adultos y nifios, 87 recibieron autotrasplante y 85 alotrasplante para
patologias oncolégicas, siendo la leucemia mieloide aguda la patologia
mayoritaria (60%). En todos ellos el protocolo utilizado fue busulfan 16mg/kg y
ciclofosfamida 120mg/kg. Se observé una tendencia de correlacidon entre la Css
y la mortalidad relacionada con el trasplante (TRM), aunque no
estadisticamente significativa (r>=0,12, p=0,07). También se observé que los
pacientes con Css= 721ng/ml tenian una mayor TRM vs los pacientes con Css
<721ng/ml (29% vs 14%, p=0,01). En el estudio de Zhang y cols™’, articulo
referenciado en el apartado anterior, la mortalidad a 100 dias fue 2,1%, 3,6% y
3,5% para las cohortes de oral, IV16 y V4, no observando diferencias
significativas, pero se debe considerar que se realizaba individualizacién

posoldgica.

Otro efecto adverso relacionado con la exposicién a busulfan estudiado en
diferentes trabajos es la enfermedad del injerto contra el huésped (EICH). Una
mayor exposicion a busulfan podria producir una mayor incidencia de EICH,
pero los datos no han sido concluyentes y también se puede indicar que los

estudios eran con n pequefas.

En los ensayos de desarrollo de busulfan IV, Andersson y cols® en una cohorte
de pacientes con LMC (n=36) que recibieron un AloTPH y un régimen de BuCy
encontraron que habia relacion entre AUC de busulfan y GVHD aguda
(p<0,01).

En cambio dos estudios no han encontrado relacion'®® 1°8, El estudio de Baker

158

y cols™" se realizé en una cohorte de 52 pacientes pediatricos con LMA 'y no se

observo ninguna influencia de la exposicién de busulfan sobre la incidencia de
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GVHD. Mamlouk y cols™® realizaron un estudio prospectivo de 3 cohortes de
pacientes que reciben régimen mieloalbativo de By/Cy previo transplante,
siendo la dosis de busulfan individualizada segun AUC, y no se observo
diferencias entre las cohortes en toxicidad, excepto en la incidencia de
enfermedad del implante contra el huésped aguda, siendo menor en la cohorte
de busulfan IV administrado una vez al dia que en los otros dos grupos (oral y
IV cada 6 horas).

Vassal y cols'®

observaron que la neurotoxicidad aguda por busulfan era dosis
dependiente en nifios cuando ajustaron la dosis de busulfan por superficie
corporal en vez de por peso (15,4% vs 1,7%). Se debe indicar que la dosis por

superficie corporal genera una mayor exposicion que la dosis por kg de peso.

La alopecia es una complicacion del TPH desde el punto de vista del paciente.
En un estudio publicado en 1995"° se analizé la influencia de las
concentraciones de busulfan en el desarrollo de alopecia a largo plazo,
observando tras un analisis multivariante una relacion (OR 3,43; 1C95% 3,04-
3,88).
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1.6.2. Relacién entre la exposicién a busulfan y eficacia

El mayor objetivo de los agentes utilizados en los regimenes de
acondicionamiento para TPH es generar un efecto antitumoral y, en el caso de
alotrasplantes, inmunodeprimir suficientemente al paciente para facilitar el
implante. Ante ello, se han realizado diferentes estudios analizando la relacién
entre la exposicion de busulfan y el objetivo terapéutico, tanto en éxito del
implante como en no recaida.

Se puede resumir que hay menor nimero de estudios y que ademas en dichos
estudios las evidencias son menos robustas que los que relacionan la
exposicién del farmaco con la toxicidad, aunque se marca una tendencia. La
hipétesis que generan la vision global de los estudios es que el equilibrio entre
recaida y éxito del implante tendria que ver con establecer un margen en la
exposicién de busulfan que permitiese este correcto efecto antitumoral a la vez
gue permitir el implante, pero por ahora este margen no esta claramente
definido.

a) Fallo del implante
Diversos estudios han analizado la asociacion entre exposiciones bajas a
busulfan y fallo del implante, siendo contradictorios en los resultados y todos
ellos son con busulfan administrados por via oral y todos excepto uno de ellos
en poblacion pediatrica (Tabla 15).

El estudio exploratorio de Hobbs y cols™

pone las bases de la relacion entre
dosis de busulfan, y consecuentemente exposicion, e implante del injerto.
Sobre todo el andlisis es en nifios, donde se observa menor % de implante que
en el adulto, también por menores exposiciones, como estudios posteriores
demuestran. Y este estudio llevo a diferentes autores proponer utilizar dosis

mas altas en nifios** .

En 1995 se publicé el estudio de Slaterry y cols™*®

en que en una cohorte de
pacientes adultos y pediatricos (n= 42) que recibieron BuCy (busulfan oral)
encontraron que las concentraciones en el estado de equilibrio estacionario de

busulfan (Css) eran determinantes en el rechace del implante (p=0,0154).
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Posteriormente, se publican dos estudios con una poblacion exclusivamente
pediatrica que recibieron BuCy con datos contradictorios entre si. En 1997, los

161

datos de Pawlowska no encuentran relacion entre ningdn parametro

farmacocinético e implante del injerto. En cambio el grupo de Bolinger y cols™®
observa que la concentracion de busulfan en el estado de equilibrio
estacionario (Css) <600ng/ml se correlacionan con recuperaciéon autéloga y a
través de modelo logistico predicen que hay un 90% de probabilidad de

implante si Css>639ng/ml y 95% si >762ng/ml.

A su vez Jacobson y cols'® diferenciaron que la exposicién a busulfan tenia
relacion con el implante temprano (<6 meses) (p=0,063) pero no en cambio con
el implante tardio.

En el 2002 el grupo de McCune®™ publican un estudio con poblacién pediatrica
y observan que Css fue el Unico predictor estadisticamente significativo
estadisticamente del rechazo (p=0,0024) en un analisis de regresién logistica,
con un riesgo de rechazo que disminuye con el incremento de Css. Y por ultimo

165

Chandy y cols™ analizan la relacién entre la concentracién valle en la primera
dosis y rechazo del implante en una poblacién pediatrica (n=94) y se observa
una relacion entre la concentracion valle tras primera dosis <150ng/ml y mayor

probabilidad de implante.
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Tabla 15.

Estudios que analizan la relacion entre exposicién a busulfan y fallo de implante.

Autores N Adultos/ni | Acondicionamient | Parametros Relacién vs Bu exposicion
fos 0 farmacocinéticos
Slattery 42 Si/si Bu oral-CY Css Si, las concentraciones en el estado de equilibrio estacionario
1995146 de busulfan (Css) eran determinantes en el rechace del
implante (p=0,0154).
Pawlowska | 64 NO/Si BU oral-CY AUC No encuentran relacibn entre ningdn  parametro
1997 6L farmacocinético e implante del injerto
Bolinger 35 No/Si Bu oral (14- | Css Si se observa relacion
2000162 20mg/kg) -CY
a)
través del test Wilcoxon rank sum, se observe que
Css<600ng/ml se correlaciona con recuperacion
autéloga
b)
modelo logistico predice que hay 90% probabilidad de
implante si Css>639ng/mly 95% si >762ng/ml
Jacobson 39 No/si Bu oral-CY-ICT Css Si observan relacion entre implante temprano (<6 meses)
2001163 (p=0,0063) y no observan con implante tardio (=6 meses)
McCune 53 No/Si Bu oral-CY Css Si, Css fue el Unico predictor significativo estadisticamente
2002 (p=0,0024) en rechazo en un anélisis de regresién logistica,
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con un riesgo de rechazo que disminuye con el incremento de

CSsSs

Chandy
2005

94

No/Si

Bu oral (600mg/m2
y 16mg/kg)-CY

Concentracion
valle en primera
dosis

Si se observa relacién entre concentracion valle tras primera

dosis <150ng/ml y mayor probabilidad de implante

Bu :busulfén; CY: ciclofosfamida ; ICT: irradiacion corporal total; Css: concentracion en equilibrio estacionario; AUC area bajo la curva
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b) Recaida

Como ya se ha indicado, el mayor objetivo de busulfan junto con el resto de los
agentes utilizados en los regimenes de acondicionamiento para TPH es
generar un efecto antitumoral. Ante ello se podria plantear la hip6tesis que a
menores niveles de exposicion a busulfan, mayor posibilidad de recaida,
aunque considerando también que si estas exposiciones favorecen la
presencia de EICH , ello facilitase un efecto anti-leucemia.

En los primeros estudios realizados estudiando la variabilidad de exposicion
entre poblacion pediatrica y adulta, ya se observé que los nifios toleraban
aparentemente mejor el farmaco y a la vez experimentaban mas
frecuentemente recaida, especialmente si no se individualizaba la dosis, y se

lanzé la hipétesis de que era debido a una menor exposicion®®t 192,

Slattery y cols®

estudiaron la relacion entre exposicion a busulfan y riesgo de
recaida en una poblacién (n=45) de pacientes con LMC que recibieron el
régimen BuCy (busulfan oral) y observaron que aquellos pacientes con
concentraciones plasmaticas en el estado de equilibrio (Css) inferiores a
917ng/ml presentaron una mayor incidencia de recaida que en aquellos que
superaron esta cifra, y también una menor supervivencia, aunque las

diferencias en esta Ultima variable no fueron estadisticamente significativas.

Con resultados en el sentido contrario, en el afio 2000 se publicaron los datos
de un estudio realizado con el objetivo de evaluar la influencia de la exposicion
a busulfan en recaida, mortalidad no relacionada con recaida vy
supervivencia'®. Los resultados mostraron que no habia correlacién de Css
con recaida (p=0,31) y también se analizé entre subgrupos de edad y tipo de
trasplante (alogénico y autélogo) sin observarse asociacibn tampoco ni
tampoco asociacion entre Css e incidencia de EICH en el subgrupo de

pacientes que recibieron un alotrasplante.

Mas recientemente en un estudio realizado administrando busulfan 1V dentro
del esquema BuCy en pacientes con LMC (n=36), se describio la relacién entre
peores resultados en términos de menor supervivencia en aquellos pacientes

con menores exposiciones (AUC< 950pM.min)°>.



1.7. Justificacion de la investigacion

La indicacion de optimizacion de la posologia de farmacos utilizados en
acondicionamiento para TPH mieloablativos a través de la monitorizacién de
concentraciones plasmaticas es generar dicho efecto con exposiciones cercanas
al limite de tolerabilidad™®’. En el caso de TPH autélogos sera la Unica via en el
gue estos esquemas sean efectivos. En el caso de enfermedades no malignas,
la exposicion debe ir orientada a asegurar el implante. Cuando el TPH es de
intensidad reducida, se minimiza el objetivo de la monitorizacion de farmacos
orientada a disminuir toxicidades y se plantea la hipétesis del equilibrio del efecto

del injerto contra la enfermedad y la inmunosupresion.

Es de interés destacar que en este contexto de regimenes de quimioterapia a
dosis altas seguido de TPH, la eficacia y toxicidad de los farmacos utilizados
sb6lo pueden ser comprobadas tras terminar la terapia, a diferencia de las
guimioterapias convencionales, donde de ciclo a ciclo se puede evaluar la

respuesta’®’ .

El busulfan es una agente alquilante frecuentemente utilizado en regimenes de
guimioterapia en dosis alta con soporte de células hematopoyéticas
pluripotenciales. La dosis de busulfan utilizada en estos regimenes es de
1mg/kg/6h por via oral hasta completar 10 6 16 dosis. Por ello, en el caso que
sea necesaria una individualizaciéon de dosis, se podria hacer el estudio cinético
orientado a la individualizacion posologica tras la primera dosis e

inmediatamente modificar las siguientes hasta completar el tratamiento.
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A continuacion se va a desarrollar la justificacion del desarrollo de la presente
investigacion “Optimizacién mediante andlisis farmacocinético del
tratamiento de busulfan en dos poblaciones especificas de pacientes

onco-hematoldgicos”, en base a tres ejes:

1. Relacién entre exposicion a busulfan y toxicidad
2. Relacion entre exposicion a busulfan y efectividad

3. Anélisis de los datos farmacocinéticos de busulfan utilizando una
aproximacion poblacional, con el fin de identificar y cuantificar la
variabilidad inter e intra-individual de busulfan en la poblacion de
estudio y posterior potencialidad para la individualizacién de la
dosis

y en concreto en las poblaciones analizadas en el trabajo de investigacion:

a) Pacientes con mieloma multiple (MM) que recibe busulfan asociado
a melfalan en regimenes de intensificacién y posterior trasplante

autologo de progenitores hematopoyéticos (Poblacion MM)

b) Pacientes que reciben busulfan asociado a fludarabina en un
contexto de régimen de acondicionamiento para un trasplante de
intensidad reducida (Poblacién AloTIR).
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1. Relacion entre exposicion a busulfan y toxicidad

La toxicidad mas limitante en el uso de busulfan es la EVOH. Como ya se ha
indicado, a partir de los estudios descritos, diferentes grupos de investigacion
desarrollaron y analizaron la hipétesis de la relacion entre la exposicién a
busulfan y el riesgo de desarrollo de EVOH, llegandose finalmente a asociar un
incremento de riesgo de desarrollo de EVOH en pacientes que reciben
acondicionamiento con busulfan cuando la exposicion al farmaco, expresada en

area bajo la curva (AUC) es superior a 6.150 ng.h/ml.

Posiblemente relacionado con la toxicidad EVOH, también es de interés indicar
que se ha estudiado y asociado la mortalidad en los 100 dias post trasplante y

las concentraciones de busulfan.

Esta relacion entre exposicion a busulfan y toxicidad es mas robusta en
poblacién adulta que en poblacién pediatrica, posiblemente debido a que los
nifos presentan una menor exposicion al farmaco . Y también es mas robusta en
la asociacién de busulfan con ciclofosfamida que en la utilizacion de busulfan

con otras combinaciones de farmacos.

Se debe considerar que un problema asociado del analisis de los estudios es
qgue en algunos se utiliza busulfan oral y otros IV y que también en algunos se
individualiza la dosis segun concentraciones plasmaticas y en otros no, hecho
que dificulta el andlisis combinado de los estudios. Pero que indica que a lo largo
del tiempo la asociacion de administrar busulfan 1V junto con la individualizacion
posoldgica disminuye la incidencia de EVOH, aunque no se puede conocer el

efecto por separado de ambos factores.

» Consecuentemente se puede indicar que se requieren nuevos
estudios de la toxicidad de busulfan administrado por via oral y
en que se realiza individualizacion posolégica tras determinacion
de concentraciones plasmaéticas, y en poblaciones diferentes de
las estudiadas, incluyendo regimenes diferentes como son la
asociacion de busulfan con melfalan y la asociacién de busulfan
con fludarabina en regimenes de acondicionamiento de

intensidad reducida.
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2. Relacion entre exposicion a busulfan y efectividad

El mayor objetivo de los agentes utilizados en los regimenes de
acondicionamiento para TPH es generar un efecto antitumoral y, en el caso de
alotrasplantes, inmunodeprimir suficientemente al paciente para facilitar el
implante. Ante ello, se han realizado diferentes estudios analizando la relacién
entre la exposicion de busulfan y el objetivo terapéutico, tanto en éxito del

implante como en ausencia de recaida.

Se puede resumir que hay menor nimero de estudios y que ademas en dichos
estudios las evidencias son menos robustas que los que relacionan la
exposiciéon del farmaco con la toxicidad, aunque se marca una tendencia.

En concreto respecto a fallo de implante, diversos estudios han analizado la
asociacion entre exposiciones bajas a busulfan y fallo del implante, siendo
contradictorios los resultados y todos ellos con busulfan administrados por via
oral y todos excepto uno de ellos en poblacién pediatrica.

Respecto a riesgo de recaida también los datos son contradictorios,
habiéndose publicado tres estudios, de los cuales uno de ellos no relaciona
exposicién con riesgo de recaida, y dos si, siendo ambos en poblacion con
diagndstico de LMC y administrandose busulfan en uno oralmente y en el otro
IV y con individualizacién posolégica.

» Consecuentemente se puede indicar que se requieren nuevos
estudios de la efectividad de busulfan administrado por via oral y
en que se realiza individualizacion posoldgica tras determinacion
de concentraciones plasmaéticas, y en poblaciones diferentes de

las estudiadas, ya que hay pocos estudios y no concluyentes.
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3. Analisis de los datos farmacocinéticos de busulfan utilizando una
aproximacion poblacional, con el fin de identificar y cuantificar la
variabilidad inter e intra-individual de busulfan en la poblacién de
estudio y posterior potencialidad para la individualizacion de la
dosis

Como se ha descrito ampliamente en el apartado de Aspectos farmacocinéticos

(ver apartado 1.3.4 Aspectos farmacocinéticos), la farmacocinética de busulfan

presenta una gran variabilidad , tanto en la absorcion si se administra por via

oral, como la eliminacion. Esto hace concluir que es imposible predecir la
exposicion sistémica al busulfan sin disponer de las concentraciones

plasmaticas.

Este comportamiento farmacocinético de busulfan utilizado en dosis altas como
acondicionamiento para trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) ha
sido extensamente estudiado y descrito en numerosos articulos cientificos,
tanto del comportamiento del farmaco administrado oralmente, como 1V, y tanto
en adultos como en nifios. Pero en la mayoria de los estudios realizados, el
régimen en el que se administraba busulfan era asociado con ciclofosfamida.
Ante los datos indicados anteriormente que orientan a una variabilidad en el
comportamiento farmacocinético de busulfan, junto a los datos que indican una
relacién entre exposicion y toxicidad y probablemente a una relacién entre
exposicion y efectividad, se consideraria un farmaco de margen terapéutico
estrecho que requiere individualizacion posoldgica.

Asi pues diferentes grupos de investigacion han iniciado la realizacion de
programas de individualizacién posologica de busulfan, tanto en pacientes
adultos como en pacientes pediatricog™®® 1% 70 1. 172 173 174 175 Jno de los mas
destacados, el grupo de Slattery y cols del Fred Hutchinson Research Center,
Seattle, USA, que ya en el afo 1998 realizaron 446 individualizaciones
posologicas y también en este centro calcularon que esta individualizacién
supone menos del 1% de todo el coste del trasplante*™ " .

Ante esta realidad, y para optimizar esta aproximacion, se requieren analisis
farmacocinéticos poblacionales que permitan estudiar las fuentes de
variabilidad y correlaciones de las concentraciones plasméaticas de busulfan
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entre los distintos individuos que representan la poblacion diana a la cual va
destinada el farmaco. De esta manera los resultados de los estudios
poblacionales de busulfan se podrian emplear como fuente del conocimiento
empirico previo en los analisis Bayesianos de muestras obtenidas
posteriormente en un nuevo individuo perteneciente a una poblacion igual o
similar a la estudiada. Esta estrategia permitiria obtener los parametros
farmacocinéticos individuales necesarios para el consejo individualizado de

dosis en la préactica clinica'’® "

De los estudios publicados de farmacocinética poblacional de busulfan en
adultos, se puede indicar que hay 8 estudios publicados, de los cuales solo 5
son exclusivamente en poblacion adulta. Respecto a la via de administracion
de busulfan, en 3 articulos se administra via oral y en 5 via IV. Los protocolos
de administracion son diversos, incluyendo By-Cy, Bu-ICT, Bu-Flu-Tim y otros
en muy menor proporcion. En 6 estudios se describe el efecto de varios
factores (covariables) sobre los parametros farmacocinéticos, siendo el peso la
co-variable mas relevante afectando al aclaramiento plasmético del farmaco en
4 estudios y al volumen central de distribucion en 5 estudios. Otras co-variables
incluidas en los modelos farmacocinéticos poblacionales son ALT,
administracién de fenitoina, la superficie corporal, la patologia, influyendo
principalmente en el aclaramiento, y el sexo en el volumen central de
distribucién. Se realiza validacion externa en so6lo 2 de los 8 estudios

publicados.

» Consecuentemente se puede indicar que se requieren nuevos
estudios de farmacocinética poblacional de busulfan
administrado por via oral y en poblaciones no estudiadas a
dia de hoy y en regimenes de acondicionamiento utilizados en
nuestro entorno para que permitan estudiar las fuentes de
variabilidad y correlaciones entre los distintos individuos que
representan la poblacion diana a la cual va destinada el
farmaco y para su potencialidad en la individualizacién

posoldgica
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Andlisis de las poblaciones estudiadas en el trabajo de investigacion:

a) Pacientes con mieloma multiple que recibe busulfan asociado a
melfalan en regimenes de intensificacion y posterior trasplante

autologo de progenitores hematopoyéticos

Como se ha indicado anteriormente, la mayoria de estudios de variabilidad en
el comportamiento farmacocinético de busulfan, de andlisis de la relacion entre
exposicion y toxicidad y/o efectividad se han realizado en poblaciones que
recibian la asociacién de busulfan con ciclofosfamida y con una alta presencia
de poblacion pediatrica.

El dnico estudio publicado que analiza la farmacocinética de busulfan en
asociacién con melfalan es el estudio de Bouligand®'. Se trata de un estudio
prospectivo que explora la farmacodinamia de busulfdan combinado con
melfalan (n=25) o con tiotepa (n=20) seguido de trasplante aut6logo en nifios y
adolescentes con tumores solidos. La dosis de busulfan administrada es
600mg/m2 y no se indica que se realice ajuste posolégico segun
concentraciones plasmaticas del farmaco. No se observa diferencias en la
exposicion a Bu e incidencia de EVOH en el grupo BuMel y si se observa en el
grupo BUTTP, ya que los pacientes que desarrollan EVOH presentan una AUC
tras la 13 dosis mayor (6.201+607 ng.h/ml) que los que no presentan EVOH
(5.024+978 ng.h/ml) (p<0,05).

Pero se debe destacar que en este estudio la poblacién es pediatrica o de
adolescentes con tumores sélidos, y consecuentemente es una poblacion muy
diferente de la de mieloma mdaltiple. EI mieloma mdltiple afecta
fundamentalmente a la poblacién de edad avanzada, con un pico de incidencia
entre los 70 y 75 afos de edad (Kyle 2003). La mediana de edad al diagndstico
es de 68 afos, de manera que el 75% de los hombres y el 79% de las mujeres
diagnosticadas de MM son mayores de 60 afios. Como se ha indicado
anteriormente en el apartado 1.3.4 Aspectos Farmacocinéticos, la edad es uno
de los factores mas importantes relacionados con la variabilidad en la
metabolizacién de busulfan. Aunque este hecho se ha estudiado comparando
poblacion pediatrica y adulta joven.
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También es de interés considerar que la asociacion de busulfan y melfalan
pueden producir una mayor incidencia de EVOH que melfalan en monoterapia,

sobre todo si no se individualiza la dosis™" *®).

» Consecuentemente es de gran interés el estudio de la
efectividad y toxicidad, asi como el desarrollo de un modelo
farmacocinético poblacional en poblacion adulta de edad

avanzada que recibe busulfan asociado a melfalan.

b) Pacientes que reciben busulfan asociado a fludarabina en un
contexto de régimen de acondicionamiento para un trasplante
de intensidad reducida (AloTIR).

Los datos de la farmacocinética y resultados de la individualizacién
posologica de busulfan en este tipo de acondicionamiento son mucho
menores que en el acondicionamiento convencional en trasplante alogénico
basado en busulfan y ciclofosfamida. Los estudios de farmacocinética de
busulfan en protocolos combinados con fludarabina son dos: Bornhauser et

181y de Lima et al del grupo de Hudson®, pero ambos

al de grupo de Seattle
con diferencias importantes en el protocolo de acondicionamiento respecto al
utilizado en nuestro entorno. Los datos publicados por el grupo de Seattle
en 2003' | aunque el acondicionamiento es combinacién de busulfan y
fludarabina, pero son dosis mayores (fludarabina dosis total 120 mg/m2 y
busulfan oral dosis total 16 mg/kg) y por lo tanto se pueden considerar
intensidad convencional. En este estudio realizan individualizacion
posoldgica de busulfan en base a las concentraciones plasmaticas.

En el estudio de de Lima® (de Lima, 2004) las diferencias respecto al
protocolo AloTIR espafiol son tanto en la dosis de busulfan, que es en dosis
Unica diaria por via endovenosa (130 mg/m2 del dia —6 a —3, es decir dosis
total 520 mg/m2) como de fludarabina (160 mg/m2 dosis total). En este
estudio realizan determinaciones de concentraciones plasmaticas, pero no

individualizan la dosis de busulfan.
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La relacion del régimen y de la farmacocinética de busulfan con la
efectividad podria tener connotaciones muy diferentes en AloTIR que en
intensidad convencional ya que en el objetivo de un AIOTIR es de especial
importancia la busqueda del efecto del injerto contra la enfermedad. Ante
ello se podria plantear la hip6tesis que a menor exposicién a busulfan,
mayor posibilidad de recaida, pero en este caso el equilibrio debe considerar
también que si esta exposicion favorece la presencia de EICH y/o el efecto
anti-leucemia. También en este caso la poblacion es adulta y de edad
avanzada, y como se ha indicado anteriormente en el trabajo, la edad es uno
de los factores mas importantes relacionados con la variabilidad en la

metabolizacién de busulfan.

» Consecuentemente es de gran interés el estudio de la
efectividad y toxicidad, asi como el desarrollo de un modelo
farmacocinético poblacional en poblacién adulta que recibe
busulfan asociado a fludarabina como régimen de

acondicionamiento para un trasplante de intensidad reducida.
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2. HIPOTESIS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacién desarrolla las siguientes hipétesis en
dos poblaciones de pacientes especificas hasta ahora no estudiadas en la
literatura, poblacion adulta con mieloma multiple que recibe busulfan
asociado a melfalan en regimenes de intensificacion y posterior trasplante
autdlogo de progenitores hematopoyéticos y poblacién adulta que recibe
busulfan asociado a fludarabina en un contexto de régimen de

acondicionamiento para un trasplante de intensidad reducida.

1. La alta variabilidad en el comportamiento farmacocinético del
busulfan en su utilizacion en la practica clinica asistencial junto
con su relacién con la efectividad y toxicidad, hace necesaria la

monitorizacién farmacocinética para la individualizacién de la dosis

2. El estudio del comportamiento farmacocinético poblacional de
busulfan, identificando y cuantificando la variabilidad observada,
nos ha de permitir optimizar la dosis mediante algoritmos
bayesianos y que ello sea aplicado en el futuro en la practica

asistencial de nuestro entorno.
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3.0BJETIVOS DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

En el presente trabajo de investigacion se plantea:

estudiar la efectividad, toxicidad y el comportamiento farmacocinético de
busulfan en poblacion adulta con mieloma mdailtiple que recibe busulfan
asociado a melfalan en regimenes de intensificacion y posterior trasplante

autdlogo de progenitores hematopoyéticos.

y

estudiar la efectividad, toxicidad y el comportamiento farmacocinético de
busulfan en poblacién adulta que recibe busulfan asociado a fludarabina en
un contexto de régimen de acondicionamiento para un trasplante de

intensidad reducida.

Consecuentemente en estas poblaciones de pacientes especificas se definen los
siguientes objetivos:

1. Estudiar la caracterizacion farmacocinética individual de cada paciente, a

través de un método de regresion no lineal.

2. Analizar la toxicidad y la efectividad del tratamiento y su relacion con la

exposicién a busulfan

3. Caracterizar el comportamiento farmacocinético poblacional de busulfan,
identificando y cuantificando la variabilidad observada, y validar el modelo

farmacocinético poblacional desarrollado en un nuevo grupo de pacientes
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Pacientes

4.1.1. Poblacién adulta con mieloma multiple (MM) que recibe busulfan
asociado a melfalan en regimenes de intensificacibn y posterior

trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos

e Criterios inclusion y exclusion

Se incluyeron de manera prospectiva desde febrero de 2000 a abril 2003 44
pacientes (21 hombres y 23 mujeres). La edad media en el momento del
trasplante fue 55 afios (rango 41-68), 13 de los 44 pacientes (30%) tenian
mas de 60 afios. Los pacientes estaban diagnosticados de mieloma multiple
(MM) en estadio avanzado y se incluyeron en el protocolo cooperativos espafiol
activo en aquel momento (GEM-2000) vy recibieron un trasplante autdlogo de
progenitores hematopoyéticos en primera respuesta tras quimioterapia. Dicho
protocolo fue aprobado por el comité de ética correspondiente y los pacientes
habian firmado el consentimiento informado. Se excluyeron los pacientes con

alteracion de la funcién hepatica, renal, cardiaca o pulmonar.

e Terapia de intensificacion

La terapia de intensificacion consistio en la asociacion de busulfan oral a una
dosis inicial de 0,75mg/kg cada 6h hasta un total de 16 dosis (dosis total tedrica
12mg/kg en 4 dias) seguido de melfalan 140mg/m2 endovenoso. La dosis
inicial de busulfan estaba basada en el peso actual real en pacientes con indice
de masa corporal (IMC)<27kg/m2 y en los pacientes con IMC>27kg/m2 la dosis
se basaba en el peso corporal ajustado. El calculo de peso corporal ajustado se
basa en el descrito por Gibbs y cols** y definido como el peso ideal mas el
25% de la diferencia entre el peso real y en ideal. Esta dosis inicial era ajustada
posteriormente en funcién de las concentraciones plasmaticas (ver apartado
4.4).
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e Medicacion concomitante

A todos los pacientes se administro:

- Fenitoina como profilaxis de la toxicidad neuroldgica de busulfan, iniciandose
el tratamiento 24 horas antes de la primera dosis de busulfan y continuando
hasta 24 horas tras la Gltima dosis de busulfan.

-Ondansetron como tratamiento antiemético, a dosis de 8 mg IV cada 8 horas,
iniciAandose el tratamiento al inicio de la terapia de acondicionamiento hasta el
dia del trasplante.

- Factores estimulante de colonias de granulocitos a dosis de 5mcg/kg/dia SC
desde el dia +7 hasta la recuperacién de neutréfilos.

El resto de medicaciéon habitual del paciente se recogié de manera prospectiva
y se incluydé en la base de datos por su interés como posible factor de

variabilidad en la farmacocinética de busulfan.

4.1.2. Poblacion adulta que recibe busulfan asociado a fludarabina en un
contexto de régimen de acondicionamiento para un trasplante de
intensidad reducida (AloTIR)

e Criterios de inclusién y exclusion

Se incluyeron de manera prospectiva desde mayo del 2000 hasta diciembre de
2003 32 pacientes (20 hombres y 12 mujeres). La edad media fue 56 afios
(rango 35-66 afios) y 10 de los 32 pacientes (31%) tenian mas de 60 afios.
Estos 32 pacientes se incluyeron en el protocolo multicéntrico LAM-AIR03 y
CETLAM-2003'° para recibir un transplante de donante emparentado. Este
protocolo estaba disefiado s6lo para pacientes que estad contraindicado un
trasplante mieloablativo convencional con enfermedades malignas mieloides
definidas como: leucemia mieloide aguda (LMA) de alto riesgo o sindrome
mielodisplésico (SMD) (International Pronostic Score (IPSS)) alto o intermedio-
2) o leucemia mieloide crénica (LMC), segun recomendaciones estandar
(Urbano-Ispizua , 2002). Dicho protocolo fue aprobado por el comité de ética
correspondiente y los pacientes habian firmado el consentimiento informado.
Se excluyeron los pacientes con alteracién de la funcion hepatica, renal,

cardiaca o pulmonar.
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e Terapiade acondicionamiento

La terapia de acondicionamiento consistié en la asociacion de fludarabina (Flu
30mg/m2 IV de los dias —9 a —5) y Bu oral a una dosis inicial de 1mg/kg cada 6
horas hasta un total de 10 dosis (dias -4 a -2). La dosis inicial de busulfan
estaba basada en el peso actual real en pacientes con indice de masa corporal
(IMC)<27kg/m2 y en los pacientes con IMC>27kg/m2 la dosis se basaba en el
peso corporal ajustado. El calculo de peso corporal ajustado se basa en el
descrito por Gibbs y cols** y definido como el peso ideal mas el 25% de la
diferencia entre el peso real y en ideal. Esta dosis inicial era ajustada
posteriormente en funcién de las concentraciones plasmaticas (ver apartado
4.4).

e Medicacion concomitante

A todos los pacientes se administro:

- Fenitoina como profilaxis de la toxicidad neurolégica de busulfan, iniciAndose
el tratamiento 24 horas antes de la primera dosis de busulfan y continuando
hasta 24 horas tras la Gltima dosis de busulfan.

-Ondansetron como tratamiento antiemético, a dosis de 8 mg IV cada 8 horas,
iniciAandose el tratamiento al inicio de la terapia de acondicionamiento hasta el
dia del trasplante.

- La profilaxis de enfermedad del injerto contra el huésped aguda (aEICH)
consistio en ciclosporina desde el dia —7 y metotrexate (10mg/m2 IV en los
dias +1, +3 y +6), seguido de &cido folinico. El descenso de la dosis de
ciclosporina se inici6 en dia +90 si el paciente no desarrollaba EICH o
recurrencia de la enfermedad temprana. El diagnéstico de EICH agudo o

182,183 E| tratamiento de

cronico se realizo utilizando los criterios establecidos
aEICH como del crénico (cEICH) ser realizdé con prednisona, ciclosporina y/o
micofenolato de mofetilo.

El resto de medicacion habitual del paciente se recogié de manera prospectiva
y se incluyé en la base de datos por su interés como posible factor de

variabilidad en la cinética de busulfan por posible interaccion.
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4.2. Determinacion de concentraciones plasmaticas de busulfan

Las muestras de sangre total se recogieron justo antes de la administracion y a
los 90, 180, 240 y 360 minutos de la primera dosis de busulfan. Las muestras
fueron centrifugadas, se separd el plasma y se realizé por duplicado la
determinacién cuantitativa de concentraciones plasmaticas de busulfan por

cromatografia liquida de alta resolucion (ver apartado 4.3.).

4.3. Metodologia analitica de busulfan

La determinacion de busulfan se realizé a través de una adaptacion y posterior
validacién del método'®* descrito por Henner'®® . Esta basada en la derivacion
del busulfan  con  dietilditiocarbamato y del estandar interno
(metilsufanildioxihexano) antes de una extraccion liquido /liquido seguida de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC ) en columna de fase reversa 'y
deteccion ultravioleta. El intervalo analitico esta entre 250 y 4000ng/ml, la
imprecision interserial (CV) es 11,4 % y el grado de recuperacion es de 96,5%.

4.4. Estudio farmacocinético (FC) individual y disefio posolégico
e Modelo FC aplicado

La caracterizacion farmacocinética individual de cada paciente se realizd
mediante un modelo monocompartimental. EI método farmacocinético de

estimacion de pardmetros individuales fue regresion no lineal.
e Parametros FC estimados

Se estimaron el aclaramiento plasmético aparente (CI/F) y el volumen de
distribucién aparente (Vd/F) de busulfan. A partir de ellos se calcularon la
constante de eliminacién (Ke/F), el area bajo la curva de concentraciones
plasmaticas en el estado de equilibrio estacionario frente al tiempo (AUCss/F) y
la concentracion plasmatica promedio en el estado de equilibrio estacionario
(Css). Esta estimacion se realizo utilizando el paquete ADAPT-PC (University
of Southern California).
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e Exposicion diana de busulfan

a) Poblacion adulta con MM que recibe busulfan asociado a melfalan
en regimenes de intensificacién y posterior trasplante autélogo de
progenitores hematopoyéticos

La exposicidon diana se defini6 como &rea bajo la curva de concentraciones
plasmaticas en el estado de equilibrio estacionario AUCss (0-6h) entre 4200 y
5100 ng.h/ml o la concentracion promedio en el estado de equilibrio
estacionario (Css) entre 700 y 850 ng/ml, en base a los criterios definidos por

7% segun los articulos publicados que relacionan exposicion con

Slattery y cols
toxicidad y eficacia con el objetivo de disminuir el riesgo de toxicidad sin
incrementar el riesgo de recaida. Como se ha indicado en la Introduccién no
hay ningun articulo que defina la exposicion diana en este grupo de poblacién
ni en la asociacion de busulfan con melfalan, pero ante la evidencia del riesgo
reconocido de toxicidad, principalmente EVOH, y recaida, se adapta el indicado

176

por Slattery y cols™ ™.

b) Poblacién adulta que recibe busulfan asociado a fludarabina en un
contexto de régimen de acondicionamiento para un trasplante de
intensidad reducida (AloTIR)

La exposiciéon diana se defini6 en AUCss(0-6h) = 4500-6000 ng.h/ml o Css =
750-1000 ng/ml en base a los criterios definidos por Bornhauser et al*®!. Se
debe considerar que los margenes definidos se basan en conseguir la menor
toxicidad (<750ng/mml) pero manteniendo la capacidad de implante y no
recaida. Como ya se ha indicado anteriormente, en el articulo de Bornhauser

et al'®

el acondicionamiento se puede considerar mieloablativo, mientras que
en el actual no. Pero al no haber ningun estudio en este escenario se

adaptaron los méargenes.

e Disefio posoldgico

A partir de los parametros FC individuales, se ajusto la dosis de busulfan tras la
tercera dosis segun exposicion diana (AUC 0-6h). Se tuvo en cuenta al realizar
este ajuste, la induccién del metabolismo de busulfan debida a la fenitoina

(ver apartado 1.4. Interacciones medicamentosas).
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e Concentraciones plasmaticas individuales predichas vs observadas

Con el objetivo de analizar la prediccion de las concentraciones plasmaticas
individuales versus las observadas y la adecuacién de la dosis ajustada tras la
tercera dosis, en los primeros pacientes se repitio el estudio farmacocinético de
manera simplificada (determinaciones a los 240 y 360 minutos de la dosis) en
la dosis 5, 9 y/o 15. En la poblacion de MM en 7 pacientes se repitid el estudio
farmacocinético simplificado tras 5% dosis y a 17 en la 15% dosis y en la
poblacion de AloTiR se repitié el estudio tras 52 dosis en 7 y en 16 pacientes

tras la 92 dosis.

45. Factores de variabilidad

Se analizo la relacion entre diferentes parametros farmacocinéticos individuales
de busulfan y la edad, el sexo, el peso y la obesidad (definido como indice de

masa corporal (IMC) >30kg/m?) de los pacientes.

4.6. Evaluacion de toxicidad
e Toxicidad relacionada con el trasplante

a) Poblacion adulta con MM que recibe busulfan asociado a
melfalan en regimenes de intensificacion y posterior trasplante
autélogo de progenitores hematopoyéticos

186 que gradua

Se analizé utilizando los criterios definidos por Bearman y cols
las complicaciones pulmonares, cardiacas, hepaticas, renales, de las mucosas,

de la vejiga y neuroldgicas tras el trasplante.

b) Poblacion adulta que recibe busulfan asociado a fludarabina en
un contexto de régimen de acondicionamiento para un

trasplante de intensidad reducida (AloTiR)
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Se analiz6 utilizando los criterios definidos en Common Toxicity Criteria version
3 (CTCAE 3.0) del National Cancer Institute
(http://ctep.cancer.gov/protocolDevelopment/adverse_effects.htm).

e Enfermedad veno-oclusiva hepatica (EVOH)

El diagnéstico de EVOH se realiz6 clinicamente, basado en el criterio estandar
de bilirrubina >2,0 mg/dL antes del dia 21 tras el trasplante y al menos dos de
los siguientes criterios: hepatomegalia con dolor en el cuadrante superior
derecho, ascitis 0 ganancia de peso mayor del 5% respecto al basal** .

Se analiz6 también la denominada EVOH tardia, en la cual el inicio de la
ictericia se produce de manera retardada, es decir 1 o 2 semanas respecto al

criterio anterior'!’ .
e Mucositis

Se analizé la gravedad de la mucositis utilizando la graduacién de toxicidad de
la Organizacion Mundial de la Salud, que utiliza una escala que va de 0 a IV.

e Recuperacion hematolégica

La recuperacién hematoldgica posterior al trasplante se evalué mediante el
namero de dias necesarios para conseguir un recuento de neutréfilos >0,5 x
10%L y >1,0 x 10%L y un recuento de plaquetas > 20 x 10%L y > 50 x 10%/L.
También se analiz6 los dias de hospitalizacion, considerandose desde el dia de
la infusion del trasplante hasta el dia del alta.

e Mortalidad relacionada con el procedimiento

Se considerd mortalidad relacionada con el procedimiento aquella muerte que
se produjese dentro de los 100 dias posteriores al trasplante.

e Enfermedad del injerto contra el huésped

En la Poblaciéon adulta que recibe busulfan asociado a fludarabina en un
contexto de régimen de acondicionamiento para un trasplante de intensidad
reducida se evalud la incidencia de enfermedad del injerto contra el huésped
(EICH), tanto aguda (EICHa) como crénica (EICHc).
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4.7. Evaluacion de efectividad

a) Poblacion adulta con MM que recibe busulfan asociado a melfalan
en regimenes de intensificacion y posterior trasplante autdélogo de
progenitores hematopoyéticos

La respuesta al procedimiento del trasplante se evalu6 a los 3 meses del

187
c

procedimiento mediante el método propuesto por Gore y cols on

modificaciones*®® .

a) Poblacién adulta que recibe busulfan asociado a fludarabina en un
contexto de régimen de acondicionamiento para un trasplante de
intensidad reducida (AloTIR)

Se analiz6 la supervivencia global y la tasa de recaida de la enfermedad de
base. También se recogio el quimerismo hematopoyético y el fallo del implante.
La evaluacion del implante se realizé por PCR en células periféricas de manera

repetida tras el trasplante®

. El quimerismo completo del donante se definio
como 100% células del donante y quimerismo mixto como la presencia de >1%

de células del receptor en muestra analizada.

4.8. Estrategia estadistica para estudiar la caracterizacién farmacocinética
individual y el analisis de la toxicidad y la efectividad del tratamiento y su

relacion con la exposicion a busulfan

El analisis estadistico se realizé siguiendo los métodos clasicos del analisis de
datos. En una primera etapa se resumieron los datos mediante técnicas de
andlisis descriptivo calculando las frecuencias absolutas en variables
cualitativas y, en el caso de las variables cuantitativas, se calcul6 la media
aritmética y/o mediana como medidas de tendencia central y la desviacion
estandar (SD) cémo medida de dispersion.

Para analizar la relacién entre la exposicién a busulfan (AUCss y Css), Cl/F y

edad y peso corporal se utilizd el coeficiente de correlacién de Pearson. Para
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analizar la relacién entre las concentraciones de busulfan y toxicidad se utilizé
el coeficiente de correlacion de Spearman.

El analisis estadistico de realiz6é utilizando el programa SPSS para Windows
10.0. El nivel de significacion aplicado a las distintas pruebas de hipétesis fue
de p <0,05.

4.9. Modelo FC poblacional
e Desarrollo de los modelos FC poblacionales
Para el desarrollo del modelo se procedié al andlisis simultdneo de las
concentraciones de busulfan frente al tiempo, mediante el modelo de efectos
mixtos no lineales implementado en el programa NONMEM v.7.3. (Icon
Development Solutions® y aplicando la estrategia de tres etapas:

1. Seleccién modelo poblacional basico

2. Exploracién de la relacién de los parametros FC vs las co-variables

3. Seleccion de co-variables y modelo final
Respecto al modelo farmacocinético poblacional estructural se probaron dos
opciones: modelo farmacocinético monocompartimental y bi-compartimental
con administracion extravascular y eliminacién y absorcion de primer orden.
Fueron caracterizados los parametros farmacocinéticos poblacionales del
modelo seleccionado y fue modelizada la variabilidad inter-individual en estos
parametros. Se exploré la correlacion entre los efectos aleatorios. La
variabilidad residual fue estudiada mediante modelos aditivos, proporcionales y
mixtos.
En todos los casos los métodos de estimacién ensayados durante el ajustado
de los distintos modelos a los datos experimentales fueron el método de
estimacién condicional de primer orden con interaccién (first-order conditional
estimation, FOCE interaction).
Las mejoras en el modelo FC fueron evaluadas a través de: 1) graficas
basadas en el acuerdo entre las concentraciones plasmaticas observadas y
predichas; 2) grafico de predicciones vs residuales y residuales condicionales;
3) uniformidad de distribucién de los residuales; y 4) descenso significativos en
el valor de la funcién objetiva de cada modelo (analisis de cociente de maxima

verosimilitud, AOFV). La diferencia en al menos dos veces el log de la funcion
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objetiva entre dos modelos anidados se asume que sigue una distribucién chi
cuadrado (X?) asintética con igual grados de libertad que la diferencia en el
namero de parametros entre los modelos comparados. Un nivel de significaciéon
de 0,05y 0,01 demuestra una mejor significativa (disminucién de AOFV en mas
de 3,841 y 6,63 respectivamente). Se utilizaron para guiar el proceso de
mejoras del modelo FC los paquetes R v3.1.1 (the R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria) y Xpose v4.5.0 *°. A su vez se utilizé6 Perl-
speaks-NONMEM (PsN) v 3.7.3'' para la automatizacién durante todo el
proceso de modelizacién.

Ademas los factores demograficos y bioldgicos clinicamente razonables fueron
ensayados para su inclusibn como co-variables en el modelo FC basico
poblacional con el objetivo de explicar la variabilidad inter-individual.

Las variables continuas fueron incluidas como:

P; = Ppop * (Cov; / Covuean) 8°°Y0  Pj = Ppop * Bcov [1+ (Covj- Coviean)]

donde P; es el parametro FC para el paciente j y con un valor de la co-variable,
Prop €s el valor tipico del parametro FC correspondiente al valor medio de la
co-variable en la poblacion, Cov;jes el valor de la co-variable para el paciente j,
Covmean €S la media de la co-variable en la poblacién y 6COV representa la
escala del valor de la influencia de la co-variable.

Las variables categoéricas fueron incluidas en el modelo segun se expresa a

continuacion:
Pj = Ppop + Ocov (1 — COVi)

donde P; es el parametro FC para el paciente j, Cov; es el valor numeérico (in
este caso: 1 para la categoria referencia o 0 para la categoria comparativa),
Prop €s el valor tipico del parametro FC correspondiente al valor de co-variable
de referencia y B¢cov es el factor multiplicativo para la influencia de esta co-
variable en el parametro FC.
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La inclusion de covariables en el modelo FC basico se realizd con la inclusiéon
secuencial y posterior exclusién de covariables (forward-backward deletion
strategy) utilizando los métodos: (i) modelo aditivo generalizado
(GAMGeneralised Additive Modelling), y (ii) andlisis automatizado con la
aproximacion Stepwise Covariate Modelling (scm) “

Cada co-variable se retuvo si conduce a una mejora del modelo. Se
mantuvieron las co-variables en el modelo si se consigue una p<0,05 de
acuerdo con el andlisis. Se incluyeron en el modelo todas las co-variables
encontradas significativas. En el Ultimo paso, el modelo final fue evaluado con
la estrategia “hacia atrads” ( backward-deletion strategy”) y se eliminaron, una a
una, cada variable y se calculé la pérdida de ajuste al eliminar. Se consideré
una reduccion significativa en el valor de OFV superior a 6,81 para considerar

la covariable como significativa (p<0.01).

Las mejoras en el modelo FC fueron evaluadas a través de: 1) plausibilidad
bioldgica y clinica de la co-variable; 2) gréficas basadas en el acuerdo entre las
concentraciones plasmaticas observadas y predichas; 3) uniformidad de
distribucién de los residuales; y 4) diferencia del log de la funcion objetiva entre
los dos modelos anidados. Se consideré clinicamente relevante para la
inclusion de una co-variable la disminucion de al menos el 10% en IIV asociada
a un parametro FC.

Se evalu6 para cada parametro en el modelo final la extension del
“shrinkage™®?. Se evalu6 la medida del e-shrinkage y n-shrinkage sobre las
concentraciones individuales y los parametros individuales, respectivamente.
Se utilizo e-shrinkage para cuantificar la informacion que proporciona un grafico
las concentraciones plasmaticas predichas (IPRED) vs los valores observados
(OBS). Su valor se incrementa desde 0 a 1 a medida que los datos son menos
informativos. Valores de shrinkage superiores al 30% suponen una pérdida del
poder de prediccion de los graficos de IPRED vs OBS. Los parametros
individuales se basan en valores individuales de n, obtenidos a partir de los
elementos estimados de la matriz omega. Los valores individuales de n se

emplean frecuentemente en la seleccibn de covariables. El concepto de
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shrinkage también se puede aplicar a n, de forma que un valor de n-shrinkage

elevado (>30%) se asocia a parametros individuales menos fiables.

e Validaciéon del modelo

Se realizd una validacion interna del modelo farmacocinético poblacional en
NONMEM v.7.3. ®  mediante: “predicted corrected - visual predictive check
(pc-vpc) *3. A través de la simulacién de 1000 concentraciones plasmaticas de
busulfan a partir del modelo farmacocinético poblacional final, considerando las
distintas covariables incluidas en el modelo,, se calcula la media y el intervalo
de confianza del 95% de concentraciones y se compara con las
concentraciones observadas en el estudio. Dicho andlisis se realizé utilizando
Perl-speaks-NONMEM (PsN) v 3.7.3.%%% |

Para la validacion interna se utilizé asimismo un analisis de Bootstrapping. Es
un andlisis estadistico que emplea la replicacion y la generacion repetitiva de
pseudomuestras distribuidas de la muestra de origen. En el bootstrapping, se
aplica el modelo a cada una de las pseudomuestras y se obtiene un resumen
de los resultados obtenidos. Permite calcular la precision de las estimaciones
de los parametros mediante el calculo de los intervalos de confianza del 95%
asociados y el error estandar de los estimados.

Se realiz6 una validacion externas tanto en el modelo desarrollado para la
poblacion de MM como de AIoTIR. De los 44 pacientes incluidos en el
subestudio de MM, , 23 fueron incluidos prospectivamente en el estudio de
modelizacién de farmacocinética poblacional y se realiz6 una validacion del
modelo con los nuevos 21 pacientes restantes. En la poblacién de AloTIR 31
pacientes fueron incluidos en el desarrollo del modelo, y con los datos de 16
nuevos pacientes se realiz6 la validacion del modelo. Se obtuvieron las
concentraciones de busulfan predichas a través de estimacion Bayesiana para
cada una de las concentraciones observadas en los pacientes del grupo
validacion, tras incluir los valores de los parametros farmacocinéticos
poblacionales previamente obtenidos con la poblacién del grupo de referencia.
La capacidad del andlisis Bayesiano se evalué por la comparacion de las
concentraciones observadas (OBS) vs las concentraciones predichas
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poblacionales (PRED) e individuales (IPRED). Se calcularon sesgo y precision
en términos de porcentaje de error de prediccion (PE%) y error absoluto medio
de prediccion (APE%) respectivamente, segn las siguientes formulas®®*:

PE-ipred% =[(OBS-IPRED)/IPRED]*100

PE-pred% =[(OBS-PRED)/PRED]*100

APE-ipred%-=[I(OBS-IPRED)/IPREDI]*100

APE-pred%-=[I(OBS-PRED)/PREDI]*100
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5. RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1. Sub-estudio Poblacién adulta con mieloma maultiple (MM) que recibe
busulfan asociado a melfalan en regimenes de intensificacién y posterior

trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos

5.1.1. Caracterizacion farmacocinética individual de cada paciente, a

través de un método de regresion no lineal.
. Pacientes

Se incluyeron de manera prospectiva desde febrero de 2000 a abril 2003 44
pacientes (21 hombres y 23 mujeres). La edad media en el momento del
trasplante fue 55 afios (rango 41-68), 13 de los 44 pacientes (30%) tenian mas
de 60 afos. Las caracteristicas clinicas de los pacientes al diagnéstico y al

trasplante se muestran en la siguiente tabla 16.
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Tabla 16. Caracteristicas al diagndéstico y al trasplante de los pacientes

con mieloma multiple (n=44).

44
n
55 (40-68)
Edad (media, rango) en afios al diagnostico
55 (41-68)
Edad media, rango) en afios al trasplante
21/23
Sexo (hombres / mujeres)
_ 22 (50%)
Isotipo [n (%)] 12 (27%)
10(23%)
g G «/A
lg A x/A
Bence-Jones «/\ 7 (16%)
36 (82%)
Qumioterapia en primera linea [n (%)] 1 (2%)
VCMP/VBAP
VBCMP/VBAD
VAD
41(93%)
N. de lineas de quimioterapia previas 3 (7 %)
[n (%)]
1linea
2 lineas 5 (11%)
38 (87%)
Estadio al trasplante [n (%)} 1(2 %)
CR
PR
EPR 35 (79%)
7 (16%)
ECOG al trasplante [n (%)] 2 (5%)
0
1
2
29(2.1-5.9)
Celularidad infundida [media (rango)] 7,2 (1,96 — 19,3)

. . 2,8 (0,76 — 19,0)
CD34" células (x 10°/kg)
MNCs (X 108/k9)
CFU-GM (x 10%/kg)

VCMP/VBAP. Vincristina, ciclofosfamida, melfalan, prednisona / vincristina, carmustina,
adriamicina, prednisona; VBCMP/VBAD. Vincristina, carmustina, cyclophosphamida, melfalan,
prednisona / vincristina, carmustina, adriamicina, dexametasona; VAD. Vincristina, adriamicina,
dexametasona; CR. Remision completa; PR. Remision parcial; EPR: enfermedad
primariamente refractaria; MNCs. Células mononucleares; CFU-GM. Unidades formadoras de
colonias de granulocitos-macréfagos.
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= Parametros farmacocinéticos

Los parametros farmacocinéticos individuales de busulfan tras la administracién

de la primera dosis se resumen en la tabla 17.

Tabla 17. Parametros farmacocinéticos individuales de busulfan

estimados tras la primera dosis de 0.75mg/kg (n=44).

Media SD Rango
Ke (h'l) 0,2734 0,0954 0,0755-0,5077
CI/F (ml/min/kg) 2,298 0,7404 1,059-3,900
AUCss(ng.h/ml) 6052 2139 3192-12180
Css (ng/ml) 989 340 544-2030

Ke. Constante de eliminacion; CI/F aclaramiento oral aparente ; AUCss el area bajo la curva de
concentraciones plasmaticas en el estado de equilibrio estacionario; Css concentracion

promedio en el estado de equilibrio estacionario.

= Optimizacion posolégicas de busulfan

De los 44 pacientes, 24 (55%) tuvieron una AUCss > 5100 ng h/mL y por lo
tanto requirieron reduccion de la dosis, siendo la media de reduccion de
23%+8%.

Solo 2 (5%) pacientes tuvieron AUCss <4200 ng h/mL y requirieron subida de

dosis, que fue de un 12,5% en ambos casos.

= Concentraciones plasmaticas individuales versus observadas

En los 27 primeros pacientes incluidos en el estudio en los que se realizd un
estudio farmacocinético individual tras la administracion de la dosis 15, se
demostré que el 59% de ellos consiguieron presentar una exposicion al final del
tratamiento con busulfan tras el ajuste posoldgico dentro del rango definida
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como exposicion diana (area bajo la curva de concentraciones plasmaticas en
el estado de equilibrio estacionario AUCss entre 4200 y 5100 ng.h/ml o la
concentracion promedio en el estado de equilibrio estacionario (Css) entre 700
y 850 ng/ml) (ver apartado 4.4.). La figura 1 muestra la comparacion entre la
Css individual y la observada tras la dosis 15.

Figura 1 . Comparacién entre la concentracion plasmatica observada tras
la dosis 15 y la Css individual para cada paciente (n= 27) (r’= 0.753;
p<0.01).
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= Factores de variabilidad

Se analiz6 la relacién entre diferentes pardmetros farmacocinéticos individuales
y la edad, sexo y peso de los pacientes, encontrandose que el AUCss
presentaba una correlacion estadisticamente significativa con la edad

(coeficiente de correlacion de Pearson = 0,351, p<0,05, Figura 2), mientras que
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no se encontr@ correlaciéon entre AUCss y sexo 0 peso corporal de los

pacientes.

Figura 2. Relacion entre la edad y exposicién expresada como el area
bajo la curva de concentraciones plasmaticas en el estado de equilibrio
estacionario (AUCss) estimada tras la primera dosis de 0.75mg/kg (n=44)
(r*= 0.3510; p<0.05).
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5.1.2. Andlisis de la toxicidad y la efectividad del tratamiento y su relacién

con la exposicién a busulfan
= Evaluacion de toxicidad

No se observé ningun caso de EVOH en la poblacién estudiada (n=44). Las
toxicidades extrahematolégicas segin criterios de Bearman y cols'® se

muestran en la siguiente tabla 18.
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Tabla 18. Toxicidades extrahematoldgicas grado > Il tras el trasplante

(n=44).

Toxicidades grado > Il

Numero de pacientes (%)

Mucositis orofaringea
Gastrointestinal
Cardiaca

Pulmonar

Vejiga

Renal

Neurolégica

Hepéatica

Enfermedad veno-oclusiva hepética

42 (95)
11 (25)
3(7)

0

0

1
1(2)

5 (11)

En la mayoria de pacientes (95% ) presentaron mucositis grado >2, y se

observé una relacion entre la gravedad de esta mucositis y la exposicion a

busulfan estimada tras la primera dosis (ver figura 3).

133



Figura 3. Relacion entre gravedad de la mucositis y concentraciones en

equilibrio estacionario (Css) de busulfan (n=44) (rs=0.387; p<0.01).
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La reconstitucién hematoldgica y el tiempo de hospitalizacion tras trasplante se
muestran en la tabla 19. La reconstitucién de neutrdéfilos se completé en el

100% de los pacientes.

Tabla 19. Reconstitucion hematoldgica y el tiempo de hospitalizacién tras

trasplante.
N. de pacientes Media (rango) (dias)
evaluables
Neutréfilos > 0.5 x 107/l 40 13 (10 — 20)
Plaquetas > 20 x 10/l 36 13 (8 — 30)
Tiempo de hospitalizacion (dias) 44 21 (13 - 46)
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= FEvaluacion de efectividad

De los 44 pacientes incluidos, 4 murieron por causas relacionadas con el
procedimiento y previos a la evaluacién: 2 por fallo multiorganico y 2 por
infeccion pulmonar. De los restantes 40 pacientes evaluables para respuesta a
los 3 meses 15 (37,5%) estaban en respuesta completa con inmunofijacién
negativa, 21 (52,5%) estaban en remisién parcial y 4 (10%) en enfermedad

estable.
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5.1.3. Caracterizacion del comportamiento farmacocinético poblacional de
busulfan, identificando y cuantificando la variabilidad observada, y
validacién del modelo farmacocinético poblacional desarrollado en

un nuevo grupo de pacientes

e Pacientes y concentraciones

De los 44 pacientes incluidos en el estudio de la Caracterizaciéon
farmacocinética individual, 23 fueron incluidos prospectivamente en el estudio
de modelizacion de farmacocinética poblacional y se realiz6 una validacion del

modelo con los nuevos 21 pacientes restantes.

Los criterios de inclusién y exclusion, la descripcidon de la terapia de
acondicionamiento, la medicacion concomitante, el control de concentraciones
plasmaticas y método analitica son las descritas previamente (ver apartado
4.1.2.).

Se utilizaron para el analisis los datos de 137 concentraciones plasmaticas de
del grupo referencia (n=23) y 105 concentraciones plasméticas del grupo
validacién (n=21).

e Modelo FC poblacional de busulfan

El modelo FC poblacional basico propuesto corresponde a un modelo
farmacocinético monocompartimental con absorcion y eliminacion de primer
orden y extravascular administracion y descrito con aclaramiento plasmatico
poblacional (CI/F), volumen aparente de distribucién (CI/F) y constante de
absorcién (Ka/F). Sin embargo, los datos disponibles no soportaron la
estimacion de Ka/F ni la variabilidad interindividual de Ka/F. Consecuentemente
este parametro fue obtenido de la bibliografia® . Un modelo bi-compartimental
no mejoraba el resultado vs el modelo monocompartimental y no se observé

una disminucion estadisticamente significativa en OFV.

La variabilidad interindividual fue descrita con un modelo exponencial y

resultando en unos valores de 26,9% para CI/F y de 14,4% para V/F.
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La distribucion de la variabilidad del error residual se asumid mixta,
describiéndose a través de los valores de 6, como escala de valor aditiva y 6s
como escala de valor proporcional.

Del andlisis de co-variables se observé que edad influye significativamente en
Cl/F (reduccion en el valor de la funcién objetivo en NONMEM
significativamente  (p<0,05). Ademas el peso y el sexo influyen
significativamente en V/F. Como se ha indicado en Material y Métodos, las
variables continuas, es decir peso en el parametro volumen de distribucion y

edad en el parametro aclaramiento plasmatico, fueron incluidas como:
P; = Prop * (Covj/ Coviean) 8°°Y 0 P;j = Ppop * Bcov [1+ (Covj- Coviean)]

donde P; es el parametro FC para el paciente j y con un valor de la co-variable,
Prop €s el valor tipico del parametro FC correspondiente al valor medio de la
co-variable en la poblacion (60 afios para edad y 72,9 kg para peso), Cov;es el
valor de la co-variable para el paciente j, Covyvean €S la media de la co-variable
en la poblacion y 6COV representa la escala del valor de la influencia de la co-

variable.

Las variables categoricas, es decir el sexo en el parametro FC volumen de

distribucién, fueron incluidas en el modelo seglin se expresa a continuacion:
P; = Ppop + Bcov (1 — Cov))

donde P; es el parametro FC para el paciente j, Cov; es el valor numérico, en
este caso: 1 para la hombre o 0 para mujer, Ppop €s el valor tipico del
parametro FC correspondiente al valor de co-variable de referencia y Bcov €s el
factor multiplicativo para la influencia de esta co-variable en el parametro FC.

La estimacion final de los parametros farmacocinéticas poblacionales se
indican en la tabla 20. En la figura 4 se puede observar la buena concordancia

entre los valores observados y predichos. Los valores de los residuales
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ponderados estan uniformemente distribuidos y en un rango aceptable. La
estimacion de e-shrinkage y n-shrinkage mostré valores inferiores al 30% (n1-
shrinkage: 4.78%; n2-shrinkage: 28.7% y e-shrinkage: 25.1%)

Tabla 20. Estimacion de los parametros farmacocinéticos poblacionales

del modelo final

Parametro Estimacion Precision
(SE en %)

OCL/F (L/h) 8,45 5,8

OV/F (L) 35,9 6,2

oKa/F (h-1) 1,68 FIX

0V2 (Theta 6) 0,285 65,3

O0CL2 (Theta 7) -0,282 4,5

0V3 (Theta 8) 0,434 90,3

04 -0,363 85,7

05 -0,215 14,7

®2CL/F (%) 26,9 27,2

®2V/F (%) 14,4 63,3

SE: error estadndar; 6CL/F = BU aclaramiento de BU de un paciente con una edad media (60
afios); BV/F = volumen de distribucién de BU en un paciente varén con un peso medio (72,0
kg); 6Ka/F= constante de absorcion; 6CL2 = escala del valor de la influencia de la co-variable
edad en el aclaramiento de BU; 6V2 = escala del valor de la influencia de la co-variable peso en
el volumen de distribucion de BU; 6V3 = factor multiplicativo para la influencia de esta co-
variable sexo en el volumen de distribuciéon de BU; 64 corresponde a escala de valor aditivo en
el error residual; 65 corresponde al factor multiplicativo en el error residual; w2p = variancia
inter-individual (P = CL/F, V/F).
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Figura 4. Grafica de bondad de ajuste para el modelo poblacional final. Se incluye grafica de acuerdo entre
concentraciones plasmaticas observadas vs predichas y grafico de predicciones vs residuales y residuales

condicionales.
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e Validacion del modelo FC poblacional final

Los resultados de la validacion interna mediante un test de visual predictive
check (vpc) mostraron que practicamente todas las observaciones se
encuentran en el intervalo de confianza (IC) del 95% para cada paciente
representativo: 1) hombre edad media 57 afios y peso medio 81 kg y primera
dosis (OCC=1) y 2) mujer edad media 58 afios y peso medio 65 kg y primera
dosis (OCC=1). La figura 5 muestra los resultados correspondientes a las
concentraciones plasmaticas para estos dos pacientes representativos. En
ambos casos el IC90% incluyeron todas las concentraciones de busulfan.

Figura 5. Evaluacién del modelo final: comparacion entre los percentiles
5°, 50 ° (linea marcada) y 95 de las simulaciones para paciente
representativo, en la izquierda varon, con 81 kg de peso y 57 afios, y a la
derecha mujer con 65 kg de peso y 58 afios. Concentraciones expresadas
en ng/mL y tiempo en horas. Puntos: concentraciones de busulfan

observadas.
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Los datos de la validacion interna por Bootstrapping se muestran en la Tabla

21.

Tabla 21. Datos de la validacién interna por bootstrapping

Estimacion IC 95%
OCL/F (L/h) 8,45 7,39-9,51
OVI/F (L) 35,9 30,74-41,05
oKa/F (h-1) 1,68 Fix
04 -0,363 -0,21- (-0,94)
05 -0,215 -0,28-(-0,15)
V2 0,285 0,07-0,64
0CL2 -0,0282 -0,05-(-0,003)
0V3 0,434 0,28-1,24
w2CL/E 0,0723 0,038-0,111

0,0207 0,01-0,042

®2VIF (%)

Para la validacion externa del modelo farmacocinético, se analizé la capacidad

predictiva analizando los datos de nuevos individuos (grupo validacion, n=21, 8

varones y 13 mujeres) tratados con busulfan oral en similares condiciones que

la poblacion de estudio (grupo de referencia, n=23) (ver Tabla 22).
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Tabla 22. Caracteristicas de los pacientes y de las concentraciones

plasmaticas de busulfan de las poblaciones del grupo referencia (n=23) y

del grupo validacion (n=21).

Parametro Grupo de referencia Grupo validacién
(n=23) (n=21)
Concentraciones de 137 105
busulfan totales
Rango concentraciones 0,20-1,90 0,20-1,28
plasmaticas (mg/L)
Edad (mediazDE ) 57,4+6,3 53,4+5,9
(afos al diagnostico)
Peso (mediatDE ) 72,6£12,4 69,9+12,9
(Kg)
Sexo: (hombres / mujeres) 11/12 8/13
Obesos (%) 17,4% 14,3%

El sesgo medio y la precision para los estimados bayesianos MAP (IPRED)

resultaron en 14,97% y 17,64% respectivamente, ambos cercanos al valor

esperado de 0, y mejores que los valores obtenidos para el sesgo y precision

del modelo farmacocinético poblacional basal (PRED), que fueron 19,50% y

33,40% respectivamente (ver figura 6).
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Figura 6. Box-plots del porcentaje de error (PE-pred: para
concentraciones estimadas poblacionales; PE-ipred: para
concentraciones estimadas individuales (MAP Bayesian)) y error absoluto
de prediccién (APE-pred: para concentraciones estimadas poblacionales;
APE-ipred: para concentraciones estimadas individuales (MAP Bayesian))

de los datos del grupo validacién.
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La linea blanca punteada en cada grafico indica el percentil 50, la amplitud de la caja
indica los percentiles 25 y 75 y los paréntesis indican los percentiles 10 y 90. El resto
de lineas horizontales identifican a los “outliers” (es decir valores fuera del rango del
percentil 10-90).
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5.2. Sub-estudio Poblacién adulta que recibe busulfan asociado a
fludarabina en un contexto de régimen de acondicionamiento para un

trasplante de intensidad reducida (AloTiR)

5.2.1. Caracterizacion farmacocinética individual de cada paciente, a

través de un método de regresion no lineal.

= Pacientes

Se incluyeron de manera prospectiva desde mayo del 2000 hasta diciembre de
2003 32 pacientes (20 hombres y 12 mujeres). La edad media fue 56 afios
(rango 35-66 afios) y 10 de los 32 pacientes (31%) tenian mas de 60 afios.
Las caracteristicas clinicas de los pacientes al diagndstico y al trasplante se
muestran en la siguiente tabla 23.
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Tabla 23 . Caracteristicas de los pacientes (n=32).

N. pacientes 32

Edad (media, rango) al trasplante 56 afnos [35-66]
Pacientes con edad > 60 afios 10 (31%)
Sexo [hombres/mujeres] 20/12
Paciente hombre-donante mujer 9 (28%)

Enfermedad de base

Leucemia mieloide crénica 5 (16%)
Otros sindromes mieloproliferativos crénicos 1 (3%)
Leucemia mieloide aguda (LMA) 16 (50%)
Sindrome mielodisplasico (MDS) 10 (31%)
Meses desde el diagndstico [media, rango] 8 [2-84]
Trasplante aut6logo previo 5 (16%)
Quimioterapia tipo-LMA antes del trasplante(2) 18 (56%)
Anormalidades citogenéticas al trasplante 18 (56%)
PS ECOG PS (2-3)(3) 6 (19%)
Comorbidity score(4)
0 12 (38)
1-2 17 (53)
>3 3(9)
Celularidad infundida
CD34+ células (x 10°kg)[media, rango] 7,9 [2,6-15,6]

(1) IPSS, international prognostic scoring system; (2) Quimioterapia tipo-LMA antes del
trasplante se refiere a tratamiento de induccién o remisién que incluya antraciclinas y
citarabina, con o sin otros farmacos; (3)ECOG PS, escala performance estatus Eastern
Cooperative Oncology Group; (4) Comorbidity score calculado segun Diaconsescu et al
(Diaconescu, 2004)
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= Parametros farmacocinéticos

Los parametros farmacocinéticos de busulfan tras la administracion de la

primera dosis se resumen en la tabla 24.

Tabla 24. Parametros farmacocinéticos de busulfan estimados tras la

primera dosis de 1mg/kg (n=32).

Media SD Rango
Ke (h'l) 0,3268 0,1097 0,1617-0,5986
CI/F (ml/min/kg) 2,6526 0,8387 1,4184-5,8332
AUCss(ng.h/ml) 6653 1834 2782-11750
Css (ng/ml) 1058 305 463-1958

Ke. Constante de eliminacion; ClI/F aclaramiento oral aparente ; AUCss el area bajo la curva de

concentraciones plasmaticas en el estado de equilibrio estacionario; Css concentraciéon

promedio en el estado de equilibrio estacionario.

» Disefio posologico

De los 32 pacientes tras la primera dosis, 16 (50%) tuvieron una AUCss > 6000

ng h/mL y por lo tanto requirieron reduccion de la dosis y sélo 3 (9%) pacientes

tuvieron AUCss <4500 ng h/mL y requirieron subida de dosis (Tabla 25),

siendo la dosis media recibida en la 3° dosis de 0,83 mg/kg (rango 0,66 a 1,17

mg/kg). La dosis total media recibida tras las 10 administraciones fue 8,98

mg/kg (rango 6,3-13,34 mg/kg) (Tabla 26).
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Tabla 25. Distribucién de pacientes segin margen terapéutico

tras la primera dosis

n (%)
Total pacientes 32
En el margen terapéutico 13 (41%)
(Css 800-1000 ng/ml)
Por debajo del margen
(Css<B800ng/ml) 3 (9%)
Por encima margen
(Css>800ng/ml) 16 (50%)

Tabla 26. Dosis total media recibida tras las 10 administraciones.

Media (rango)
Dosis total media (mg/kg) (n=32) 8,98 (6,3-13,34)
<8 mgl/kg (n=10, 31%) 7,49 (6,98-7,92)
8-10 mg/kg (n=19, 60%) 9,14 (8-10)
>10mg/kg (n=3, 9%) 11,54 (10,15-13,34)

= Concentraciones plasmaticas individuales versus observadas

En los 20 pacientes incluidos en el estudio en los que se realizé un estudio
farmacocinético tras la administracion de la dosis 9 (0 horas dia -2), se
demostré que el 65% de ellos consiguieron presentar una exposicion al final
del tratamiento con busulfan tras el ajuste posoldgico dentro del rango definida
como exposicion diana (area bajo la curva de concentraciones plasmaticas en
el estado de equilibrio estacionario AUCss entre 4500 y 6000 ng.h/ml o la
concentracion promedio en el estado de equilibrio estacionario (Css) entre 750
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y 1000 ng/ml) (ver apartado 4.4). La figura 7 muestra la comparacion entre la

Css individual y la observada tras la dosis 9.

Figura 7. Comparacion entre la concentracién plasmatica observada tras
la dosis 9 y la Css individual para cada paciente (n= 20) (r’= 0,7013;
p<0,01).
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= Factores de variabilidad

Se analiz6 la relacion entre diferentes parametros farmacocinéticos (AUCss,
Css y Cl/F) y la edad, sexo y peso de los pacientes, no encontrandose ninguna

correlacion estadisticamente significativa .
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5.2.2. Andlisis de la toxicidad y la efectividad del tratamiento y su relacién

con la exposicién a busulfan

= FEvaluacion de toxicidad

No se observé ningun caso de EVOH en la poblacién estudiada (n=32). Las
toxicidades extrahematoldgicas segun criterios de Common Toxicity Criteria
version 3 (CTCAE 3.0) se muestran en la siguiente tabla 27.

Tabla 27. Toxicidades extrahematolégicas grado > Il tras el trasplante
(n=32).

Toxicidades Numero de pacientes (%)
Mucositits grado 3/4 4 (13%)

Diarrea <5%

Enfermedad veno-oclusiva hepética 0 (0%)

Toxicidades Media (rango)

Bilirrubina total sérica maxima (micromol/L ) 23 (16-43)

AST sérica maxima (IU/L) 48 (30-78)

ALT sérica maxima (UI/L) 82 (42-180)

La reconstitucién hematoldgica y el tiempo de hospitalizacion tras trasplante se
muestran en la tabla 28. La reconstitucion de neutrdéfilos se completé en el

100% de los pacientes.
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Tabla 28. Reconstituciéon hematologicay el tiempo de hospitalizacion tras
trasplante (en dias) (n=32)

Media (rango) (dias)

Neutréfilos > 0.5 x 10%/I 14 (7-21)
Plaquetas > 20 x 10/l 12(0-28)
Tiempo de hospitalizacion (dias) 17 (10-26)

La mortalidad relacionada con el trasplante se produjo en 5 pacientes de los 32
analizados. Trasladando este analisis en el tiempo, la incidencia a los 100 dias
y a los 2 afos fue 5% y 12% respectivamente, con un seguimiento medio de 42
meses.

La evaluacion de la incidencia de enfermedad del injerto contra el huésped
(EICH), tanto aguda (EICHa) como crénica (EICHc), se muestra en la siguiente
tabla (Tabla 29).

Tabla 29. incidencia de enfermedad del injerto contra el huésped (EICH),
tanto aguda (EICHa) como crénica (EICHc) (n=32).

%

EICHa grado II-IV (a los 100 dias) 20%
EICHc (a los 2 afios) 65%
EICH (alos 2 afios)1 45%

'EICH tanto agudo grado II-IV, como crénico extenso o ambos

No se observé ninguna relacién estadisticamente significativa entre exposiciéon

a busulfan y toxicidad al procedimiento.
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= FEvaluacion de efectividad

La supervivencia global y la tasa de recaida de la enfermedad de base se
muestra en la siguiente tabla (Tabla 30 ).

Tabla 30. Supervivencia global y la tasa de recaida de la enfermedad de

base

n (%)

21 (65%; 47-81)
Supervivencia global a 2 afios
(%, 1C95%)

Recaida de la enfermedad 7 (21%; 8,2-39,4)
(%, 1C95%)

Todos los pacientes (n=32) consiguieron un correcto implante (ver tabla 28
reconstitucion hematoldgica), indicando el test del quimerismo, un rapido
reemplazo por la hematopoyesis del donante en todos los pacientes.
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5.2.3. Caracterizacion del comportamiento farmacocinético poblacional
de busulfan, identificando y cuantificando la variabilidad
observada, y validacion del modelo farmacocinético poblacional

desarrollado en un nuevo grupo de pacientes

= Pacientes y concentraciones

De los 32 pacientes incluidos en el estudio de la Caracterizaciéon
farmacocinética individual, 31 fueron incluidos prospectivamente en el estudio
de modelizacion de farmacocinética poblacional y se realiz6 una validacion del

modelo con los datos de 16 nuevos pacientes.

Los criterios de inclusién y exclusion, la descripcion de la terapia de
acondicionamiento, la medicacion concomitante, el control de concentraciones
plasmaticas y método analitica son las descritas previamente (ver apartado
4.1.2.).

Se utilizaron para el analisis los datos de 167 concentraciones plasmaticas de
del grupo referencia (n=31) y 85 concentraciones plasmaticas del grupo
validacion (n=16).

= Modelo FC poblacional de busulfan

El modelo FC poblacional basico propuesto corresponde a un modelo
farmacocinético monocompartimental con absorcion y eliminacion de primer
orden y extravascular administracion y descrito con aclaramiento plasmatico
poblacional (CI/F), volumen aparente de distribucion (CI/F) y constante de
absorcién (Ka/F). Sin embargo, los datos disponibles no soportaron la
estimacion de Ka/F ni la variabilidad interindividual de Ka/F. Consecuentemente
este parametro fue obtenido de la bibliografia® . Un modelo bi-compartimental
no mejoraba el resultado vs el modelo monocompartimental y no se observé

una disminucion estadisticamente significativa en OFV.

La variabilidad interindividual fue descrita con un modelo exponencial y

resultando en unos valores de 22,9% para CI/F y de 17,6% para V/F.
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La distribucion de la variabilidad del error residual se asumié mixta,
describiéndose a través de los valores de 6, como escala de valor aditiva y 6s

como escala de valor proporcional.

Del andlisis de co-variables se observo que el peso influye significativamente
tanto en CI/F como en V/F (reduccion en el valor de la funcion objetivo en
NONMEM significativamente (p<0,05), mientras que la edad y el sexo no.

Como se ha indicado en Material y Métodos, las variables continuas, es decir
peso en el parametro volumen de distribuciéon y en el parametro aclaramiento

plasmatico, fue incluido como:

Pj = PPOP * eCOV [1+ (COVJ' - COVMEAN)]

donde P; es el parametro FC para el paciente j y con un valor de la co-variable,
Prop €s el valor tipico del parametro FC correspondiente al valor medio de la
co-variable en la poblacion (69 kg para peso), Cov;es el valor de la co-variable
para el paciente j, Covyean €S la media de la co-variable en la poblacion y
BCOV representa la escala del valor de la influencia de la co-variable.

La estimacion final de los parametros farmacocinéticas poblacionales se
indican segun la Tabla 31. En la figura 8 se puede observar la buena
concordancia entre los valores observados y predichos. Los valores de los
residuales ponderados estan uniformemente distribuidos y en un rango
aceptable. La estimacion de e-shrinkage y n-shrinkage mostro valores inferiores
al 30% (nl1-shrinkage: 5,44%; n2-shrinkage: 20,32% y e-shrinkage: 13,96%).
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Tabla 31. Estimacién de los parametros farmacocinéticos
poblacionales del modelo final

Parametro Estimacion Precision
(SE en %)

OCL/F (L/h) 10,8 4,7%

OVI/F (L) 43,9 4,8%

oKa/F (h-1) 1,68 FIX

0CL2 0,0097 29,7%

ov2 0,0143 22,7%

04 0,0474 61,0%

05 -0,200 16,7%

®2CL/F (%) 22,98 35,8%

w2VIF (%) 17,55 75,6%

SE: error estdndar; 6CL/F = BU aclaramiento de BU de un paciente con un peso medio (69 kg);
O0V/F = BU volumen de distribucion de un paciente con un peso medio (69 kg); 6Ka/F=
constante de absorcion; 6CL2 = escala del valor de la influencia de la co-variable peso en el
aclaramiento de BU; 6V2 = escala del valor de la influencia de la co-variable peso en el
volumen de distribucion de BU; 64 corresponde a escala de valor aditivo en el error residual; 65
corresponde al factor multiplicativo en el error residual; w2p = variancia inter-individual (P =
CL/F, VIF).
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Figura 8. Gréafica de bondad de ajuste para el modelo poblacional final. Se incluye grafica de acuerdo entre
concentraciones plasmaticas observadas vs predichas y grafico de predicciones vs residuales y residuales

condicionales.
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DV: concentraciones observadas; PRED: predicciones poblacionales; IPRE: predicciones individuales; IWRES: residuales ; CWRES:
residuales condicionales . Linea roja: linea de identidad; Linea negra gruesa: indica la tendencia general de los datos. Concentraciones
de BU (DV, PRED y IPRE) en ng/mL, tiempo en horas.






» Validacion del modelo FC poblacional final

Los resultados de la validacion interna mediante un test de visual predictive
check (vpc) mostraron que practicamente todas las observaciones se
encuentran en el intervalo de confianza (IC) del 95% para cada paciente
representativo. La figura 9 muestra los resultados correspondientes a las
concentraciones plasmaticas para este paciente representativos, estando
practicamente todas las concentraciones de busulfan dentro del 1C95%.

Figura 9. Evaluacién del modelo final: comparacion entre los percentiles
5°, 50 ° (linea marcada) y 95 de las simulaciones para el paciente
representativo, Concentraciones expresadas en ng/mL y tiempo en horas.

Puntos: concentraciones de busulfan observadas.
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Los datos de la validacion interna por Bootstrapping se muestran en la Tabla

32.

Tabla 32. Datos de la validacién interna por bootstrapping

Estimacion IC 95%
OCL/F (L/h) 10,8 9,84-11,75
OVI/F (L) 43,9 36,69-48,10
oKa/F (h-1) 1,68 Fix
04 0,0472 0,013-0,110
05 -0,20 0,291-(-0,103)
0Cl2 0,00971 0,004 - 0,021
V2 0,0143 0,0083-0,086
w2CL/E 0,0531 0,019-0,067
0,0308 0,005-0,041

®2VIF (%)

Las caracteristicas clinicas y demograficas de estos 16 pacientes son

similares al grupo de pacientes de referencia para el desarrollo del modelo

(Tabla 33).
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Tabla 33. Caracteristicas clinicas y demogréaficas de los pacientes

incluidos en la construccién del modelo (grupo referencia, n=31) y en

la validacion del mismo (grupo validacién, n=16).

Parametro Grupo de referencia Grupo validacion
(n=31) (n=16)

Edad media+DE (afios) 52,0£12,1 56,6+17,4

Peso (Kg) 70,7£15,3 74,8+£0,5

Sexo: (hombres / mujeres) 23/8 7/9

Obeso (%) 22,5 25,0

N° concentraciones 167 85

busulfan

Intervalo concentraciones 0,15-1,02 0,25-1.89

(mg/l)

El sesgo medio y la precision para los estimados bayesianos MAP (IPRED)

resultaron en 5,60% y 11,7% respectivamente, ambos cercanos al valor

esperado de 0, y mejores que los valores obtenidos para el sesgo y precision

del modelo farmacocinético poblacional basal (PRED), que fueron 19,4% vy

31,1% respectivamente (ver figura 10).
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Figura 10. Box-plots del porcentaje de error (PE-pred: para
concentraciones estimadas poblacionales; PE-ipred: para
concentraciones estimadas individuales (MAP Bayesian)) y error absoluto
de prediccién (APE-pred: para concentraciones estimadas poblacionales;
APE-ipred: para concentraciones estimadas individuales (MAP Bayesian))

de los datos del grupo validacién.
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La linea blanca punteada en cada grafico indica el percentil 50, la amplitud de la caja
indica los percentiles 25y 75 y los paréntesis indican los percentiles 10 y 90. El resto
de lineas horizontales identifican a los “outliers” (es decir valores fuera del rango del
percentil 10-90).
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6. DISCUSION

162



6. DISCUSION

El presente trabajo de investigacion se desarrolla a partir de la hipotesis que la
alta variabilidad en el comportamiento farmacocinético de busulfan en su
utilizacion en la practica clinica asistencial junto con la relacion entre exposicion
y la efectividad y toxicidad, hace necesario la monitorizacion farmacocinética
para la individualizacién de la dosis. Por ello se plantea que los resultados del
mismo, a través del estudio del comportamiento farmacocinético de busulfan,
identificando y cuantificando la variabilidad observada, nos ha de permitir
optimizar la dosis mediante algoritmos bayesianos y que ello sea aplicado en el
futuro en la practica asistencial de nuestro entorno. Se puede considerar que hay
abundantes datos en la literatura sobre la caracterizacidbn farmacocinética de
busulfan, como mas adelante se desarrollara en esta discusion, pero no en dos
poblaciones donde es habitual en nuestro entorno la utilizacion del farmaco y
hasta ahora no estudiadas en la literatura, poblacion adulta con mieloma multiple
que recibe busulfan asociado a melfalan en regimenes de intensificacion y
posterior trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos y poblacion
adulta que recibe busulfan asociado a fludarabina en un contexto de régimen de
acondicionamiento para un trasplante de intensidad reducida. A continuacién se
desarrolla la discusion de los resultados del trabajo de investigacion a través de;
1) andlisis de la validez interna y limitaciones del disefio; 2) la comparacion de
los resultados con otros estudios publicados; 3) identificacion necesidades
futuras de investigacion; y 4) analisis de la utilidad practica de los resultados y
propuesta de actuacion.
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6.1. Andlisis de la validez internay limitaciones del disefio

El presente trabajo de investigacion se desarrolla de manera prospectiva en la
recogida de datos sobre la base del desarrollo a su vez de dos protocolos
cooperativos de grupos espafioles de investigacion (GEM-2000 y CETLAM-
2003). Consecuentemente los datos analizados presentan la ventaja de ser
propios de la practica asistencial pero adolecen de una sisteméatica propia de los
estudios observacionales a diferencia del ensayo clinico. Por otro lado, el propio
objetivo del trabajo de investigacion describe que se desea analizar dos
poblaciones muy concretas no estudiadas previamente, poblacion adulta con
mieloma multiple que recibe busulfan asociado a melfaldn en regimenes de
intensificacion y posterior trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos
(Poblacibn MM) y poblacion adulta que recibe busulfan asociado a fludarabina
en un contexto de régimen de acondicionamiento para un trasplante de
intensidad reducida (poblacion AloTIR). Este hecho, de poblaciones especificas,
junto con que el estudio es uni-céntrico, la n de pacientes y el n° de datos de
concentraciones plasmaticas son relativamente limitados. Cierto es que, por otro
lado al ser poblaciones especificas, en teoria se eliminan factores de variabilidad
descritos en la literatura, como la propia patologia o el efectos de las
medicaciones concomitantes propias de los diferentes protocolos de
acondicionamiento. Se puede decir que las dos poblaciones son homogéneas y
sus caracteristicas similares a la poblacion general de dichas patologias, tanto
en tratamientos previos recibidos como en medicacion concomitante (ver Tabla
16 y 23). La proporcion de poblacion de edad avanzada (definido como >60
afos) en ambos grupo de poblacidon se considera adecuado ( 30% en MM 31% y
en poblacién AloTIR) de igual manera que la distribucion por sexos en la
poblacién de MM( 52% mujeres) pero posiblemente con una presencia reducida
de mujeres en la poblacién AloTIR (37%). Es importante considerar estos
aspectos por ser factores de variabilidad descritos en la literatura que pueden

ser incorporados en los modelos farmacocinéticos poblacionales.
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En referencia a la medicaciébn concomitante que puede afectar a la
farmacocinética de busulfan, es de especial interés la administracion de
fenitoina. En ambas poblaciones el 100% de pacientes reciben este farmaco
como profilaxis de la toxicidad neurolégica de busulfan, iniciAndose el
tratamiento 24 horas antes de la primera dosis de busulfan y continuando hasta
24 horas tras la ultima dosis de busulfan. Este hecho impide que se pueda
realizar la comparacion entre poblaciones que reciben el farmaco y que no, y al
no disponer de concentraciones plasméticas de fenitoina también dificulta su
incorporacion en el modelo famacocinético poblacional como co-variable. Pero
desde el punto de vista de validez externa, ciertamente esta administracion
profilactica de fenitoina es la habitual en la practica clinica asistencial en nuestro

entorno.

El nimero de concentraciones plasmaticas, como ya se ha indicado, al ser un
estudio basado en la préactica asistencial y a su vez uni-céntrico, es limitado
aunque se considera suficiente. Respecto la monitorizacion de las
concentraciones plasméticas de busulfan més alla de la dosis 1, el nimero de
muestras sanguineas disponibles es limitado, pero debe tenerse en cuenta la
dificultad especifica de la determinacion de concentraciones plasmaticas en la
administracién de un farmaco como busulfan en el contexto de trasplante, ya que
se administra cada 6 horas en 16 dosis en MM y 10 dosis en AloTIR. Y es
precisamente en esta dificultad que, en el caso que sea necesaria una
individualizacion de dosis, se debe hacer el estudio farmacocinético orientado a
la individualizacion posoldgica tras la primera dosis e inmediatamente modificar

las siguientes hasta completar el tratamiento.

Respecto a la via de administracion de busulfan, en el 100% de los casos la
administracién ha sido oral, por ello no se puede realizar comparacion del
comportamiento farmacocinético en estas poblaciones entre via oral e
intravenosa. La causa de ello es por un lado que la comercializacion de busulfan
se produjo posterior a la inclusion de pacientes y recogida de los datos y en
segundo lugar, porque al ya realizarse monitorizacion cinética para
individualizacion de dosis en estos pacientes, se eliminaban los riesgos toxicidad
y no efectividad ligados a la variabilidad no solo de la absorcién, sin6 también de

la eliminacién del farmaco.
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El hecho de que Unicamente se incluyan pacientes que reciben el farmaco por
via oral constituye una limitacion en la caracterizacion de la absorcion y la
biodisponibilidad oral del farmaco en las poblaciones de estudio. Y a su vez tiene
como consecuencia la limitaciéon también de la estimacion del resto de
parametros farmacocinéticos, tales como aclaramiento plasmatico y volumen de
distribucién aparente.

Relacionado con este aspecto de la monitorizacion farmacocinética para
individualizar la dosis, se considera que la mayor limitacién del trabajo de
investigacion en referencia al estudio de la relacion entre exposicion a busulfan
y toxicidad y/o efectividad del farmaco es el hecho de no disponer de grupo
control. Cuando de disefié el trabajo de investigacién, ya habia suficiente
evidencia en la literatura de la necesidad de realizar programas de
individualizacion posolégica de busulfan® 1 7o 17t 172 173 174, 175 176 - (Jno de los
mas destacados, el grupo de Slattery y cols'”® del Fred Hutchinson Research
Center, Seattle, USA, ya en el afo 1998 se realizaron 446 individualizaciones
posoldgicas y también se tuvo el contacto personal en el afio 1997 del grupo de
Pavia que a nivel europeo estaban liderando este programa. Ante ello se
decidié que era necesario iniciar el programa de individualizacion posolégica de
busulfan en el Hospital de Sant Pau en todas las poblaciones para disminuir
riesgos de toxicidad y optimizar la efectividad de la terapia, a la vez que se
iniciaba la linea de investigacion en poblaciones especificas no descritas en la
literatura, hecho que llevé al trabajo de investigacion presentado en esta
memoria. AUn con esta limitacién propia de la intervencién, se investiga la
relacion de exposicion a busulfan y las diferentes incidencias de toxicidad y a la
efectividad, habiéndose encontrado relacién en la poblacion de MM entre
exposicion y incidencia de mucositis. Se analizé la gravedad de la mucositis
utilizando la graduacion de toxicidad de la Organizacion Mundial de la Salud,
que utiliza una escala que va de 0 a IV y la mayoria de pacientes (95% )
presentaron mucositis grado >2, y se observd una relacion entre la gravedad
de esta mucositis y la exposicion a busulfan estimada tras la primera dosis (ver
figura 3). No se encuentra relacién entre exposicion y EVOH en ninguna de las
poblaciones y el dato de incidencia de EVOH es 0%, hecho positivo

clinicamente y que podria deberse a la intervencion realizada (individualizacion
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posoldgica) pero que hace que la posible relacion entre exposicion y EVOH
deba quedar como hipétesis al no disponer de grupo control.

Consecuentemente al hecho de la individualizacién posoldgica a través de la
monitorizacion farmacocinética, se debe indicar otra limitacion del estudio,
descrito en el material y métodos. Es la dificultad de tener definido una
exposiciéon diana de busulfan para estas poblaciones al no haber en la literatura
evidencia independiente. La exposicién diana en la poblacion de MM se definid
como éarea bajo la curva de concentraciones plasmaticas en el estado de
equilibrio estacionario AUCss (0-6) entre 4200 y 5100 ng.h/ml, adaptando los

criterios definidos por Slattery y cols'”®

segun los articulos publicados que
relacionan exposicién con toxicidad y eficacia con el objetivo de disminuir el
riesgo de toxicidad sin incrementar el riesgo de recaida, ante la evidencia del
riesgo reconocido de toxicidad, principalmente EVOH, y recaida. En la
poblacién AloTIR, la exposicién diana se defini6 en AUCss (0-6) entre 4500 y
6000 ng.h/ml adaptando los criterios definidos por Bornh&user et al*®* . Se debe
considerar en este caso que los margenes definidos se basan también en
conseguir la menor toxicidad pero manteniendo la capacidad de implante y no
recaida. Es importante tener en cuenta que en el articulo de Bornhauser et al
el acondicionamiento se puede considerar mieloablativo, mientras que en la
poblacién de AloTIR no, pero al no haber ningln estudio en este escenario se
adaptaron los méargenes.

En el disefio se describe que se analizo la relacion entre diferentes pardmetros
farmacocinéticos estimados a través de farmacocinética individual y la edad,
sexo, peso Yy obesidad (definido como IMC>30kg/m?) de los pacientes en la
primera fase del presente trabajo de investigacion y en la segunda fase, dichos
factores de variabilidad son analizados en el modelo farmacocinético
poblacional como co-variables. Se considera adecuado su inclusion por su
pausibilidad cientifica como por ser factores de variabilidad descritos en la
literatura ( ver siguiente apartado). Ya se ha descrito anteriormente el factor de
medicacion concomitante. Pero si que se debe indicar como limitacion en el
trabajo de investigacién que no se ha estudiado la funciéon hepatica ni la
presencia de polimorfismos genéticos. La metabolizacién de busulfan tiene
lugar a nivel hepético por conjugacion con glutation a través del sistema
enzimatico glutation-S-transferasa (GST) % *°. Esta via de metabolizacion

167



podria estar influida por factores genéticos (ver apartado correspondiente, 1.3.5
Aspectos farmacogenéticos).Respecto a la funcion hepatica la dificultad de su
inclusién como factor de variabilidad es la seleccion del parametro que refleja
mejor su funcionalidad y su relacion con la eliminacion de farmacos. Respecto
a los aspectos farmacogenéticos, estudios realizados in vitro e in vivo muestran
controversia y discordancia en la asociacién de la exposicion de busulfan y la
presencia de diversos polimorfismos de los diferentes isoenzimas de GST, que
son GSTA1, GSTM1, GSTP1 y GSTT1% 7 72 73 7475, 76. 77, 78 " A narte de la
dificultad de la técnica de andlisis farmacogenético, estas publicaciones y la
propia técnica no estaban disponibles en el momento del disefio del trabajo de
investigacion, que fue en 2000, pero si que claramente marcan una linea futura
de investigacion.

Para el desarrollo del modelo farmacocinético poblacional se procedi6 al
analisis simultdneo de las concentraciones de busulfan frente al tiempo,
mediante el modelo de efectos mixtos no lineales implementado en el programa
NONMEM v 7.3.2° y aplicando la estrategia de tres etapas. Como ya se ha
descrito anteriormente, el nimero de concentraciones plasmaticas, es limitado
aunqgue se considera suficiente y se dispone de determinaciones mas alla de la
dosis 1. Pero los tiempos de muestreo no son aleatorios, hecho que en si es
una limitacién para la representacibn adecuada de la evolucion de las
concentraciones del farmaco a lo largo del intervalo de dosificacion y
consecuentemente para el desarrollo del modelo, sin embargo estos datos
observacionales de tiempos de muestreo de pacientes tratados en practica
asistencial presentan la ventaja de tener la correspondientes utilidad clinica. El
namero de concentraciones por individuo se considera también adecuado.
Debido a que se utiliz6 busulfan administrado oralmente, una limitacién del
trabajo es que los datos disponibles no soportaron la estimacion de los
parametros farmacocinéticos que caracterizan la absoricon (Ka/F) ni la
variabilidad interindividual en ellosF. Consecuentemente Ka/F fue obtenido de
la literatura cientifica previa® .

Finalmente destacar que se realiz6 una validacion tanto interna como externa
del modelo farmacocinético poblacional, siendo en la validacion externa las
caracteristicas de la poblacion de validacion similares a la poblacion de estudio
(ver Tabla 22 y 33).
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6.2. Comparacion de los resultados con otros estudios publicados

Segun se puede ver en los apartados 1.3.4. Aspectos farmacocinéticos y 1.3.6.
farmacocinética poblacional de busulfan, el comportamiento farmacocinético de
busulfan utilizado en dosis altas como acondicionamiento para trasplante de
progenitores hematopoyéticos (TPH) ha sido extensamente estudiado y
descrito en numerosos articulos cientificos, tanto del comportamiento del
farmaco a través de estudio individual, administrado oralmente (Tabla 1y 2)?®

29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 41, 42, 43, 44, 45 y por via intravenosa (lV) (Tabla 3)5, 45,

4. 47, 43, 49, 50. 51,52, 53 comp farmacocinética poblacional de busulfan (Tabla 6)**

100,101,102, 103, 104, 105, 106~ £ ellos de describe que busulfan presenta una gran
variabilidad en sus pardmetros farmacocinéticos, tanto en la absorcion si se
administra por via oral, como la eliminacién.y esto hace concluir que es
imposible predecir la exposicion sistémica al busulfan sin disponer de sus
concentraciones plasmaticas. Pero estos estudios estan realizados
mayoritariamente en poblaciones que recibian la asociacién de busulfan con
ciclofosfamida y con una alta presencia de poblacién pediatrica (ver tablas 1, 2
3y 6).

El Unico estudio publicado que analiza la farmacocinética de busulfan en la

d™®! . Se trata de un estudio

asociacion con melfalan es el estudio de Bouligan
prospectivo que explora la farmacodinamia de busulfdan combinado con
melfalan (n=25) o con tiotepa (n=20) seguido de trasplante aut6logo en nifios y
adolescentes con tumores solidos. La dosis de busulfan administrada es
600mg/m2 y no se indica que se realice ajuste posolégico segun
concentraciones plasmaticas del farmaco. No se observa diferencias en la
exposicién a Bu y incidencia de EVOH en el grupo BuMel y si se observa en el
grupo BUTTP, ya que los pacientes que desarrollan EVOH presentan una
exposicion al farmaco (AUC) tras la 13 dosis mayor (6.201+607 ng.h/ml) que
los que no presentan EVOH (5.024+978 ng.h/ml) (p<0,05). Pero se debe
destacar que en este estudio la poblacion es pediatrica o de adolescentes con
tumores sélidos, y consecuentemente es una poblacién muy diferente que la
poblacién de mieloma multiple. EI mieloma multiple afecta fundamentalmente a

la poblacion de edad avanzada, con un pico de incidencia entre los 70 y 75

169



afios de edad **°. La mediana de edad al diagndéstico es de 68 afios, de manera
que el 75% de los hombres y el 79% de las mujeres diagnosticadas de MM son
mayores de 60 afios. Como se ha indicado anteriormente en el apartado 1.3.4
Aspectos Farmacocinéticos, la edad es uno de los factores mas importantes
relacionados con la variabilidad en la metabolizacion de busulfan. Aunque este
hecho se ha estudiado comparando poblacion pediatrica y adulta joven.
También es de interés considerar que la asociacion de busulfan y melfalan
pueden producir una mayor incidencia de EVOH que melfalan en monoterapia,
sobre todo si no se individualiza la dosis ***' **°. Consecuentemente es de gran
interés el objetivo del presente trabajo de investigacion del estudio de la
efectividad y toxicidad, asi como el desarrollo de un modelo farmacocinético
poblacional en poblacion adulta que recibe busulfan asociado a melfalan.

Respecto a la parte del trabajo de investigacion presentado en esta memoria
referido a la poblacion AloTIR, los datos de la farmacocinética y resultados de
la individualizacién posolégica de busulfan en este tipo de acondicionamiento
también son mucho menores que en el acondicionamiento convencional en
trasplante alogénico basado en busulfan y ciclofosfamida. Los estudios de
farmacocinética de busulfan en protocolos combinados con fludarabina son

dos: Bornhauser et al de grupo de Seattle™®

y de Lima et al del grupo de
Hudson®® , pero ambos con diferencias importantes en el protocolo de
acondicionamiento respecto al utilizado en el trabajo de investigacion aqui

presentado. Los datos publicados por el grupo de Seattle en 20038

, aunque
el acondicionamiento es combinacién de busulfan y fludarabina, pero son dosis
mayores (fludarabina dosis total 120mg/m2 y busulfan oral dosis total 16mg/kg)
y por lo tanto se pueden considerar intensidad convencional. En este estudio
realizan individualizacion posoldgica de busulfan en base a las concentraciones
plasmaticas. En el estudio de de Lima> las diferencias respecto al protocolo
AloTIR espafiol son tanto en la dosis de busulfan, que es en dosis Unica diaria
por via endovenosa (130mg/m2 del dia —6 a —3, es decir dosis total 520mg/m2)
como de fludarabina (160mg/m2 dosis total). En este estudio realizan
determinaciones de concentraciones plasméticas, pero no individualizan la
dosis de busulfan. La relacion del régimen y de la farmacocinética de busulfan
con la efectividad podria tener connotaciones muy diferentes en AloTIR que en

intensidad convencional ya que en el objetivo de un AlOTIR es de especial
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importancia la basqueda del efecto del injerto contra la enfermedad. Ante ello
se podria plantear la hipotesis que a menores niveles de exposicion a busulfan,
mayor posibilidad de recaida, pero en este caso el equilibrio debe considerar
también que si esta exposicion favorece la presencia de EICH y/o el un efecto
anti-leucemia. También en este caso la poblacion es adulta y de edad
avanzada, y como se ha indicado anteriormente en el trabajo, la edad es uno
de los factores mas importantes relacionados con la variabilidad en la
metabolizacién de busulfan.

Habiendo ya analizado en esta discusién las diferencias en las poblaciones
objeto del trabajo respecto a las poblaciones publicadas, si comparamos los
datos de aclaramiento plasmatico de los andlisis farmacocinéticos individuales
de nuestras poblaciones y las de los estudios publicados en pacientes adultos
(bilbliografia Tabla 2 y 3), podemos indicar que el aclaramiento observado en la
poblacion de MM tras la primera dosis, 2,298+0,7404 m/min/kg, es ligeramente
menor que el de los estudios publicados y que el estimado en la poblacién de
AloTIR (2,652+0,839ml/min/kg) y por supuesto mucho menor que el de la
poblacién pediatrica. La causa posible de este hallazgo seguramente tiene que
ver con el factor edad, ya que como se ha indicado anteriormente el mieloma
multiple afecta fundamentalmente a la poblacion de edad avanzada, y en el
caso de nuestra poblacion la edad media era en el momento del trasplante fue
55 afios (rango 41-68) y 13 de los 44 pacientes (30%) tenian mas de 60 afios,
a diferencia de los estudios como el de Grochow y cols* con busulfan oral o el
de Shaughenessy y cols™ con el farmaco IV que la poblacién tenia una menor
edad media. Contrariamente las diferencias en la edad entre nuestras propias
poblaciones, MM y AloTIR, son menores, la edad media en AloTIR fue 56 afos
(rango 35-66 afios) y 10 de los 32 pacientes (31%) tenian mas de 60 afios, por
lo que se deduce que tienen que haber mas factores que expliquen las
diferencias en el aclaramiento plasmatico del farmaco. Respecto a la
variabilidad observada en la eliminacion en nuestras poblaciones, es similar a
la de los estudios con farmacocinética individual publicados en poblaciones
adultas (comparar tabla 1 y 3 vs tablas 22 y 30).

Determinados estudios han analizado las diferencias en el comportamiento
farmacocinético de busulfan entre pacientes con diferentes enfermedades.

Vassal y cols** observaron que el aclaramiento era mayor en nifios con
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enfermedades lisosomales que en niflos con enfermedades malignas. En otros
estudios realizados por Bertholle-Bonnet y cols®® y Poonkuzhali y cols®
presentaron datos mostrando que en los nifios con talasemia también el
aclaramiento era mayor que en el resto de patologias, y incluso relacionandolo
con una mayor proporcion de fallo del implante en la utilizacién de dosis
estandar y no individualizadas® . También se han observado diferencias entre
pacientes con diferentes tumores, y asf Gibbs y cols** mostré que los pacientes
con LNH tenian un aclaramiento plasmatico menor que los pacientes con LMC.
Desconociendo como dicha variabilidad segun patologia se puede explicar en
términos de otros factores, tanto de tratamientos previos recibidos como de
aspectos farmacogenéticos, cabria destacar el esfuerzo realizado en el
presente trabajo de investigacion de estudiar poblaciones especificas con el
objetivo de utilizar dicha informacion en la practica clinica asistencial y se
propone que esta linea de investigacion se continte en el futuro (ver apartado
6.3.)

Respecto a los resultados del trabajo de investigacién en el apartado de la
caracterizacion del comportamiento farmacocinético poblacional de busulfan,
tras identificar y cuantificar la variabilidad observada y posterior comparacién con
los estudios publicados, se pueden observar datos interesantes. En resumen de
los estudios publicados de farmacocinética poblacional de busulfan (Tabla 6),
hay 8 estudios de los cuales 5 son exclusivamente en poblacién adulta.
Respecto a la via de administracién de busulfan, 3 articulos la administracion es
oral y 5 es IV. Los protocolos de administracion son diversos, incluyendo By-Cy,
Bu-ICT, Bu-Flu-Tim y otros en muy menor proporcion.

Los resultados del presente estudio en la poblacion MM muestran la existencia
de una influencia significativa de edad en el aclaramiento plasméatico de busulfan
y de peso y sexo en el volumen aparente de distribucién. A su vez, en la
poblacién AloTIR se observé que también el peso influia en el aclaramiento

plasmatico y en el volumen aparente de distribucion.

Si analizamos los estudios publicados respecto a las co-variables incluidas en el
modelo de farmacocinética poblacional, en 6 estudios se incluyen co-variables,
siendo el peso la co-variable mas importante ya que influyen en el aclaramiento

en 4 estudios y en el volumen aparente de distribucion en 5 estudios. Otras co-
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variables descritas en los estudios son ALT, administracion de fenitoina,

superficie corporal, tipo de enfermedad en aclaramiento y sexo en volumen.

La edad es uno de los factores mas importantes relacionados con la variabilidad
en la metabolizacion de busulfan, siendo paradigmatico el hecho que los nifios
presentan una mayor metabolizacion que los adultos y requiriendo mayores

81,35 36,39 Estas diferencias en el

dosis para conseguir exposiciones similares
aclaramiento plasmatico segun edad podria ser atribuido al mayor tamafio del
higado en los nifios cuando se relaciona con la superficie corporal, sin embargo
en estudios que han estudiado y/o dosificado el farmaco en base a la superficie
corporal, no se ha observado diferencias entre nifios y adolescentes, sugiriendo
una posible relacion con la expresion de GST . En el caso de variabilidad dentro
de poblaciones adultas, uno de los factores que puede influir, debido a que el
busulfan es metabolizado en el higado, es la alteracién de su funcionalidad
tanto, hecho que como se ha indicado anteriormente, incluso se ha relacionado
con pacientes que han recibido muchos tratamientos previos al TPH? . Es de
interés que en el estudio de Sandstrom®, en poblacién mayoritariamente adulta,

se incluyd como co-variable el valor de ALT para el aclaramiento plasmatico.

Respecto al analisis realizado en la caracterizacion de la variabilidad inter-
ocasion hay dos factores que podrian influir de manera importante en las
poblaciones estudiadas. Uno de ellos es el efecto de la fenitoina en el
aclaramiento plasmatico de busulfan, como se defini6 en el estudio de
Sandstrom® , en que la administracién concomitante de fenitoina influia en la
eliminacion del farmaco. En 7 pacientes tratados con dosis alta de busulfan oral
(1 mg/kg en 16 dosis) previo a trasplante de médula désea, se observé un
aumento del aclaramiento plasmatico (de 2,8 a 3,32 ml/min/kg), un AUC menor
(de 6,475 a 5,412 ng/ml.h) y una semivida de eliminacion mas corta (de 3,94 a
3,03) entre la primera y la dltima dosis, cuando se les administré fenitoina. En
cambio no se observaron cambios en los parametros farmacocinéticos en 8
pacientes tratados con diazepam'®® . Ello podria ser compatible con la
explicacion que la fenitoina actia a través de la via de GST. En cambio

Carreras et al %

compararon el perfil farmacocinético de busulfan IV
administrado conjuntamente con clonazepam (n=24) vs los datos de una

cohorte histérica a los que se administré fenitoina (n=127) y observd un
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aclaramiento plasmatico 10% superior en la cohorte con clonazepam que en la
cohorte con fenitoina, considerandose dicha diferencia no clinicamente
relevante. La explicacion de dichas diferencias podria basarse en que el efecto
inductor del metabolismo de la fenitoina es mayor en el intestino que en el
higado, observandose diferencias en la interaccion dependiendo de la via de
administracién de busulfan. Como se ha indicado en las limitaciones, el efecto
de la fenitoina no se pudo estudiar al no disponer de poblacién que no reciba el
farmaco anticonvulsivante y al no disponer de concentraciones plasmaticas del

mismo.

Otro factor importante a tener en cuenta en el analisis de la variabilidad
interocasion es el efecto que puede tener la propia intervencion realizada en la
optimizacion posoldgica a través de la monitorizacidn de concentraciones
plasmaticas de busulfan. ElI denominado efecto “TDM” (“therapeutic drug
monitoring”) puede generar en si mismo una disminucion de dicha variabilidad.
Por esta razon no se ha analizado la ocasion como una posible co-variable en

el modelo.

Sorprendentemente en los resultados del actual trabajo de investigacién no se
identifico la obesidad como un factor de variabilidad en el aclaramiento aunque si
el peso total en la poblacién AIOTIR, lo que concuerda con los estudios en
adultos de Sandstréom®, Takama'®, Choe'® y Takamatsu'®.

Ya en el 1999, el estudio realizado por Gibbs y cols* , mostré que la obesidad
tiene un impacto en el aclaramiento de busulfan. En dicho estudio, analizaron el
comportamiento farmacocinético de busulfan en 279 pacientes y observaron
que los pacientes muy obesos, es decir con un indice de masa corporal (IMC(
superior a 35 kg/m2 tenian un menor aclaramiento plasmatico, entre un 17 a
32% menor, que aquellos con un IMC normal. El ajuste de la dosis segun el
peso ideal puede corregir estas diferencias en la eliminacién, aunque sigue
existiendo variabilidad, y ciertamente la optimizacién de la dosis en pacientes

obsesos es un tema de debate® .

Como se ha indicado anteriormente, la metabolizacién de busulfan se realiza a
través del sistema enzimatico glutatién-S-transferasa (GST)*® *° , siendo GSTA1
la forma mas activa de GST en humanos y la de mayor importancia en el

metabolismo de busulfan. Estudios realizados in vitro e in vivo muestran
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controversia y discordancia en la asociacion de la exposicion de busulfan y la
presencia de diversos polimorfismos de los diferentes isoenzimas de GST. Tras
revision de la literatura, se encuentran 8 estudios in vivo que estudian la
influencia de los polimorfismos de GST y la farmacocinética de busulfan y
obtienen resultados positivos, pero el problema es que no hay concordancia
entre cual de los polimorfismos y que isoenzima esta relacionado a la vez que
hay discordancia entre los estudios que analizan poblacion que recibe busulfan
oral o [\V®® 71 72, 73. 74,75, 76, 71, 78,79 | 3 mayoria de dichos estudios se realizan
con poblaciones pequeias (de 22 a 77 pacientes), excepto el estudio de Abbasi
y cols® que es una poblacion de mayor tamafio (n=152). Kusama y cols™
observaron que los pacientes heterocigotos para GSTA1 (GSTA1*A/*B), tenian
una eliminaciéon mas lenta de busulfan administrado oral que aquellos que tenian
la variante salvaje (“wild-type”, GSTA1*A/*A) homocigota . Un estudio realizado
en pacientes con talasemia (n=114)" sugiere que el aclaramiento plasmatico de
busulfan oral es mayor en pacientes con genotipo GSTM1 nulo comparado con
aguellos que tenian un GSTML1 positivo, relacionandolo a su vez con un menor
riesgo de enfermedad veno-oclusiva hepatica (18,3% vs 46,5%, p=0,01). Tanto
el trabajo de Johnson y cols”como el de ten Brink y cols’’ también estudiando
la farmacocinética de busulfan IV y observaron que el aclaramiento plasmatico
era menor en los portadores del polimorfismo GSTA1*B y no estaba asociado
con polimofimos GSTM1 o P1. En cambio en el estudio de Zwaveling y cols” en
que el busulfan se administraba por via IV a 77 nifios, la farmacocinética no se
vio modificada en relacién a los polimorfismos de GSTAL1, GSTM1, GSTP1 o
GSTTI. Se han propuesto diferentes hipotesis sobre los datos contradictorios de
los estudios, incluyendo la diferentes expresion de GSTAL a nivel intestinal, que
podria afectar a la diferencia de los datos entre busulfan oral y IV. Asi en el
estudio de Abbasi y cols® observan que el aclaramiento de busulfan
administrado oral se asocia con los genotipos de GSTA1 (p=0,008), pero en
cambio no hay dicha asociacion en la poblacion a los que se administra IV
(p=0,21). De esta manera los autores defienden que la personalizacion de la
dosis de busulfan, ya sea oral o IV, no se puede simplificar en base al
genotipado. En la revisién de la literatura no encontramos ningun estudio que
incluya los polimorfismos con co-variable, ni el presente trabajo de investigacion,

pero consideramos que debe ser una linea de investigacién en el futuro.
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En este estudio en ambas poblaciones el peso es una variable que influye de
manera importante al volumen aparente de distribucion, hecho también
observado en todos los estudios de farmacocinética poblacional de busulfangy
101,100,105 ') 3 inclusién del sexo como co-variable del volumen en la poblacién de
MM podria estar ligado a su relacion con el peso o podria ser debido a otras

relaciones desconocidas, pero también es un hallazgo Unico en la literatura.

Previa aplicacién de los modelos farmacocinéticos poblacionales en la practica
clinica diaria, es preciso comprobar su robustez interna y su fiabilidad en datos
de pacientes nuevos. La validacion interna de los dos modelos farmacocinéticos
poblacionales presentados en este estudio confirm6 su robustez para explicar
los datos analizados. Por otra parte, la validacién externa realizada en datos
procedentes de nuevos pacientes similares a los de las dos poblaciones de
estudio, demostré una precision y exactitud adecuada, corroborando su futura
utilidad en la préctica clinica a través de optimizar la dosis mediante algoritmos
bayesianos. Aun siendo la validacién de los modelos uno de los puntos cruciales
en su desarrollo, cabe resaltar que, por desgracia, de los 8 estudios publicados

sé6lo en 2 se realiz6 la validacion externa.

A continuacion se va a analizar y discutir los resultados en referencia a la
relacion entre exposicion de busulfan y toxicidad y/o efectividad del tratamiento.
La toxicidad mas importante de busulfan administrado a dosis altas es la EVOH.
Como ya se ha indicado, a partir de los estudios descritos, diferentes grupos de
investigacion desarrollaron y analizaron la hipétesis de la relacion entre la
exposicién a busulfan y el riesgo de desarrollo de EVOH, llegandose finalmente
a asociar un incremento de riesgo de desarrollo de EVOH en pacientes que
reciben acondicionamiento con busulfan cuando la exposicion al farmaco,
expresada en AUC es superior a 1500micromol x min (ver Tabla 12)2® 33 0. 63. 146,
148, 149, 130, 151 "En |os resultados del presente trabajo de investigacién ningin
paciente presentd EVOH en ninguna de las poblaciones analizadas. Este hecho
ya de por si es significativo, considerando que la incidencia de EVOH en los
estudios publicados que incluian busulfan como régimen de acondicionamiento
en poblacién adulta esta entre 2 y el 31% (ver Tabla 8)% 3 14 118 119, 120, 121, 122, 123
Es de especial interés el estudio realizado en poblacion que recibieron busulfan
segun el mismo protocolo GEM-2000 del grupo cooperativo espafiol que la
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poblacién del grupo MM de este trabajo de investigacion, pero sin monitorizacion
farmacocinética y individualizacion de la dosis , en cuyos resultados se describe
que la incidencia de EVOH fue de 7,6%% , hecho que llevé a este grupo

cooperativo a cambiar el protocolo de intensificacién a melfalan en monoterapia.

Los datos de AUC (0-6) y su variabilidad observada tras la primera dosis (Tabla
17 y tabla 24) en ambas poblaciones son los siguientes: poblacion MM 6.052
rango 3.192 a 12.180 ng.h/ml y poblacion AloTIR 6.653 rango 2.782 a 11.750
ng.h/ml. En la poblacion MM, el 55% de los pacientes tuvieron una AUCss >
5100 ng h/mL y por lo tanto requirieron reduccion de la dosis, siendo la media de
reduccion de 23%+8% y sélo 2 (5%) pacientes tuvieron AUCss (0-6) <4200 ng
h/mL y requirieron subida de dosis, que fue de un 12,5% en ambos casos. En la
poblacién AloTIR, de los 32 pacientes 16 (50%) tuvieron una AUCss (0-6) >
6000 ng h/mL tras la primera dosis, y por lo tanto requirieron reduccion de la
dosis y solo 3 (9%) pacientes tuvieron AUCss (0-6) <4500 ng h/mL y requirieron
subida de dosis (Tabla 25), siendo la dosis media recibida en la 3° dosis de 0,83
mg/kg (rango 0,66 a 1,17 mg/kg). La dosis total media recibida tras las 10
administraciones fue 8,98 mg/kg (rango 6,3-13,34 mg/kg) (Tabla 26).Estos datos
permiten deducir que si no se hubiese realizado monitorizacion farmacocinética
con individualizacion posolégica si se hubiese podido observar EVOH. Pero
como ya se ha indicado en el apartado 6.6., se considera la mayor limitacion del
trabajo de investigacién el hecho de no disponer de grupo control para poder
concluir en la relacién entre exposicion y toxicidad. Y se desea insistir que en el
momento del disefid del trabajo de investigacion, ya habia suficiente evidencia
en la literatura de la necesidad de realizar programas de individualizacion
posologica de busulfan. Este mismo hecho de la posible influencia de la
intervencion a través de la individualizacion posolégica de busulfan en el analisis
de la relacién entre exposicion y EVOH se puede indicar para el resto de
toxicidades y con la efectividad, ya que no se observd tampoco relacion ni con la
incidencia de EICH, ni agudo ni crénico, ni con fallo de implante ni con recaida.
En la tabla 154 161 162, 163,164,165 ga ghservar el resumen de los estudios que
analizan la relacién entre exposicion a busulfan y fallo del implante, siendo
concluyentes en cuanto a la relacion 5 de los 6 estudios, pero en todos ellos el

régimen de acondicionamiento era Busulfan-ciclofosfamida.
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Si que se observo en la poblacion de MM relacion entre la gravedad de esta

mucositis y la exposicion a busulfan estimada (ver figura 3). Esta relacion es de

interés ya que no se ha observado en ningun otro estudio publicado.

6.3. Identificacion de necesidades futuras de investigacion

Tras el andlisis realizado en los apartados 6.1. y 6.2. de esta discusiéon y con los

resultados del presente trabajo, se considera que aunque se ha publicado

abundantemente en referencia al comportamiento farmacocinético de busulfan y

a la relacién de su exposicién con la toxicidad y efectividad del tratamiento, se

requiere seguir investigando y se identifican las siguientes necesidades:

Estudiar en nuevas poblaciones y en nuevos esquemas de tratamiento
gue incluyan dosis altas de busulfan y que sean diferentes a los
estudiados en la literatura y en el presente trabajo de investigacion, ya
gue se pueden observar variabilidades y relaciones entre exposicion y
toxicidad y/o efectividad diferentes, datos que a su vez permitirian

optimizar mejor la terapia en estos pacientes.

A su vez se considera que los factores de variabilidad no relacionado con
factores demograficos (como peso, sexo y edad) estdn aun poco
analizados en la literatura, tanto en poblaciones ya estudiadas como en
no. Dentro de estos factores de variabilidad es de especial interés el
analisis de la influencia de los polimorfismos genéticos ya que se
considera que los estudios hasta ahora publicados no son concluyentes,
en parte debido a un tamafio de muestra pequefio (pocos pacientes) y en
parte a la dificultad por la variedad de polimorfismos de los diferentes
isoenzimas de GST.

Estudios que de manera prospectiva y comparando con grupo control,
permitan definir claramente la relacion entre exposicion y toxicidad y
efectividad de los diferentes regimenes de busulfan y a su vez definan las
exposiciones dianas en estas poblaciones. La dificultad para ello en el

momento actual es que con la evidencia disponible puede ser éticamente
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cuestionable disponer de un grupo control sin  monitorizaciéon

farmacocinética

6.4. Andlisis de la utilidad practica de los resultados y propuesta de

actuacion

Se considera que el presente trabajo demuestra la alta variabilidad en el
comportamiento farmacocinético de busulfan en su utilizacién en la practica
clinica asistencial en dos poblaciones especificas de pacientes, poblacion MM y
poblacién AloTIR, hecho que hace necesario la monitorizacion farmacocinética
para la individualizacion de la dosis. Debido a que los factores de variabilidad
definidos como las co-variables incluidas en el modelo farmacocinético
poblacional tienen que ver con la variabilidad en la eliminacion del farmaco, se
considera que esta monitorizacion e individualizacion de dosis de debe realizar
tanto en tanto en la administracién de busulfan oral como 1V, ya que la diferente
via de administracion solo elimina la variabilidad en la absorcion pero no en el
eliminacion, y por ello se propone que esta estrategia de optimizacion

terapéutica se expanda a todos los centros que realicen trasplantes en Espafia.

Se considera que con los datos aportados con el presente trabajo de
investigacion, a través de la caracterizacion el comportamiento farmacocinético
poblacional de busulfan, identificando y cuantificando la variabilidad observada,
y habiéndose validado los modelos farmacocinéticos poblacionales, dichos datos
pueden ser empleados como informacion “a priori” para optimizar la dosis de
busulfan en pacientes de las dos poblaciones estudiadas, mediante algoritmos

bayesianos en la practica asistencial de nuestro entorno.
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Tras el desarrollo del presente trabajo de investigacién en las poblaciones

de pacientes especificas, en poblacion adulta con mieloma multiple que recibe

busulfan asociado a melfalan en regimenes de intensificacion y posterior

trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos (Poblacion MM) vy

poblacién adulta que recibe busulfan asociado a fludarabina en un contexto de

régimen de acondicionamiento para un trasplante de intensidad reducida

(Poblacién AloTIR) , se concluye:

4. Respecto al objetivo: Estudiar la caracterizacion farmacocinética individual

de cada paciente, a través de un método de regresion no lineal.

Tras la caracterizacion farmacocinética individual a través de un
método de regresién no lineal se observa una alta variabilidad, tanto
en la poblacion MM como AloTIR (rango del CV de los pardmetros
31 - 33%). Esta variabilidad fue posteriormente caracterizada,
identificada y cuantificada dicha mediante el analisis farmacocinético

poblacional.

A la dosis considerada estandar, el 55% de la poblacién MM y el 50%
de la poblacion AIOTIR tuvieron una exposicion tras la primera dosis
por encima de la definida como diana y por lo tanto requirieron
reduccién de la dosis. Estos datos sugieren que se requieren
programas de monitorizacion terapéutica para la individualizacion
posoldgica ya que el busulfan es un farmaco de margen terapéutico
estrecho que presenta una la alta variabilidad.

% Respecto al objetivo: Analizar la toxicidad y la efectividad del tratamiento y

su relaciéon con la exposicion a busulfan

En las condiciones del estudios en que se realizé6 monitorizacion
terapéutica para la individualizacion posolégica, no se observa

ningun caso de EVOH en la poblacién estudiada, ni poblacion MM ni
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AloTIR, y en ambas poblaciones la reconstitucion de neutréfilos se
completa en el 100% de los pacientes

Se observa una relacion entre la gravedad de la mucositis y la
exposicion a busulfan estimada en la poblacion MM. No se encuentra
ninguna otra relacion entre exposicion a busulfan y toxicidad ni en la
poblacién AlOTIR ni MM.

No se encuentra ninguna relacion entre exposicion a busulfan y
efectividad del tratamiento en el periodo de seguimiento de los
parametros ni en la poblacién AloTIR ni MM.

% Respecto al objetivo: Caracterizar el comportamiento farmacocinético

poblacional de busulfan, identificando y cuantificando la variabilidad

observada, y validar el modelo farmacocinético poblacional desarrollado

€en un nuevo grupo de pacientes

Los resultados en la poblacion MM muestran la existencia de una
influencia significativa de la edad en el aclaramiento plasmético de

busulfan y del peso y del sexo en el volumen aparente de distribucion.

Los resultados en la poblacion AloTIR muestran que el peso influia
tanto en el aclaramiento plasmético como en el volumen aparente de
distribucién, mientras que ninguna otra variable analizada en el modelo
influia.

Las diferencias entre las poblaciones en las co-variables que influyen
en los parametros farmacocinéticos de busulfan indican que se
requiere caracterizar la variabilidad de manera especifica para
poblaciones homogéneas, identificando y cuantificando dicha
variabilidad de manera diferenciada.

La validaciéon interna confirma la robustez de los modelos

farmacocinéticos poblacionales de ambas poblaciones, poblacion MM
y poblacién AloTIR.
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La validacion externa realizada con datos procedentes de nuevos
pacientes en ambos modelos farmacocinéticos poblacionales
demuestra una adecuada precision y exactitud, lo que y corrobora la
utilidad futura en la practica clinica de la optimizacion de la dosis

mediante algoritmos bayesianos.
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